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1. Einleitung 
1.1 Knorpel 
1.1.1 Aufbau und Funktion 
1.1.1.1 Allgemeine Grundlagen 
Das Knorpelgewebe wird mit dem Knochengewebe zusammen zum Stützgwebe gezählt und 
entsteht im Embryo aus dem Mesenchym. Im gesamten Körper kommen verschiedene 
Knorpelarten vor, neben dem Faserknorpel der Sehnen und Bänder und dem elastischen 
Knorpel der Ohrmuschel wird der hyaline Knorpel der Atemwege und Gelenkflächen unter-
schieden. Die verschiedenen Arten des Knorpels unterscheiden sich in der Zusammenset-
zung der Interzellularsubstanz [Welsch 2003]. 
Die Diarthrosen sind eine funktionale Einheit aus artikulierenden Gelenkflächen mit hyali-
nem Knorpel, subchondralem Knochen und Synovia, umgeben von einer Gelenkkapsel aus 
Membrana fibrosa und Membrana synovialis. Zudem können sich im Gelenkspalt weitere 
knorpelige Stukturen befinden. Dazu zählen unter anderem Disci, Menisci articulares und 
Labra articularia [Welsch 2003]. 
 
Abbildung 1: Aufbau einer Diarthrose [Benninghoff 2003] 
Der hyaline Knorpel der Gelenkflächen besteht aus den Chondrozyten und Chondroblasten 
und der von ihnen sezernierten Extrazellulärmatrix. Da der hyaline Knorpel frei von Blutge-
fäßen und Nerven ist, kann die Versorgung ausschließlich durch Diffussion, ausgehend vom 
Perichondrium oder der Synovialflüssigkeit, erfolgen [Grey 1918]. 
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Bei der Entstehung des Knorpels runden sich die Vorläuferzellen ab und wandeln sich in 
Chondroblasten um. Diese sekretieren die Extrazellulärmatrix und rücken dadurch weiter 
auseinander. In diesem Stadium ist die Matrix noch flexibel und die aus Zellteilung hervorge-
gangenen Zellen können sich noch weit voneinander entfernen. Nach der Versteifung der 
Knorpelmatrix bilden sich nach der Zellteilung gruppenförmige Aggregate, welche als Chond-
rone bezeichnet werden. Diese sind von einem Matrixsaum (Territorien) umgeben. Die Mat-
rix zwischen den Territorien der Chondrone wird als Interterritorien bezeichnet. Für das wei-
tere Wachstum des Knorpels, und in begrenztem Rahmen auch für die Regeneration von 
oberflächlichen Knorpelschäden, wird neuer Knorpel von der Oberfläche her gebildet. Die 
dort sitzenden Chondroblasten können sich noch mitotisch teilen und für ein weiteres Knor-
pelwachstum sorgen [Welsch 2003, Hall 2005]. 
Die Extrazellulärmatrix des Gelenkknorpels besteht aus Glukosaminoglykanen (GAGs; Chond-
roitinsulfat und Proteoglykane) und Kollagenen. Die Wasserbindekapazität des Gelenk-
knorpels wird durch das Proteoglykan Aggrekan und die Hyaluronsäure gewährleistet. Der 
Gelenkknorpel kann somit die Übertragung großer Druckkräfte in den Gelenken bei mini-
malen Reibungsverlusten gewährleisten und bis zu 80 % aus Wasser bestehen. Durch die 
Komprimierung des Knorpels bei den Gelenkbewegungen wird eine Versorgung aller Knor-
pelschichten mit Nährstoffen gewährleistet [Welsch 2003, Hall 2005, Scharf 2009]. 
1.1.1.2 Extrazellulärmatrix 
Die von den Chondrozyten und Chondroblasten produzierte Matrix kann in Kollagene, Pro-
teoglykane und Glykoproteine eingeteilt werden. Dabei zählen 60 % der Matrixmoleküle zu 
den Kollagenen, 30 % zu den Proteoglykanen und 10 % zu den Glykoproteinen. Die Kollagene 
bilden eine hochspezialisierte Familie der Glykoproteine. Im Gelenkknorpel kommen zu 90 % 
Kollagene des Typs 2 und zu 10 % die Typen 6, 9, 10 und 11 vor [Ayad 1998, Scharf 2009, 
Benninghoff 2003].  
Kollagene 
Das Kollagen 2 besteht aus drei identischen α1(II) Untereinheiten und wird durch das 
COL2A1-Gen codiert. Mehr als 50 Mutationen in diesem Gen sind beschrieben; einige stehen 
im Zusammenhang mit einem frühen Beginn einer Osteoarthrose. An die Kollagen Typ 2 Fi-
brillen lagert sich das Kollagen 9 an. So kann die Verbindung zu anderen Matrixbestandteilen 
hergestellt und der Durchmesser der Kollagen Typ 2 Fibrillen reguliert werden. Das Kol-
lagen 9 besteht aus drei verschiedenen α(IX) Untereinheiten welche durch Disulfidbrücken 
miteinander verbunden sind. Mutationen in den Genen COL9A1 und COL9A2 führen zu 
Chondrodysplasien und einem frühen Beginn einer Osteoarthrose. Das Kollagen 6 besteht 
aus drei verschiedenen α(VI) Untereinheiten und ist im Wesentlichen durch seine Interaktion 
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mit der Zelloberfläche an der Anheftung und Signalübertragung zwischen dem Chondrozyt 
und der Matrix beteiligt. An der endochondralen Entwicklung des Knochens wirkt das Kol-
lagen 10 mit, welches von hypertrophen Chondrozyten exprimiert wird. Das Kollagen 10 be-
steht, wie auch das Kollagen 2, aus drei identischen α-Untereinheiten (α1(X)). Ein weniger 
häufiges Kollagen des Gelenkknorpels ist das Typ 11 Kollagen. Dieses kann mit den Kollage-
nen Typ 2 und 10 auch untypische Fibrillen bilden [Ayad 1998, Poole 1997]. 
Proteoglykane 
Bei diesen Proteinen handelt es sich um eine spezielle Form von Glykoproteinen, bestehend 
aus einem Kernprotein mit Seitenketten aus sulfatierten Glukosaminoglykanen (GAGs). Letz-
tere sind lineare Polysaccharidketten aus repetitiven Disaccharideinheiten. Darüber hinaus 
handelt es sich bei diesen um hydrophile und negativ-geladene Moleküle, die im Knorpel 
Wasser binden können. Zu der Gruppe der sulfatierten GAGs zählen die Chondroitin-, 
Keratan-, Dermatan- und Heparansulfate [Ayad 1998, Benninghoff 2003]. 
Der häufigste Vertreter unter den Proteoglykanen des Knorpels und gleichzeitig auch der 
größte ist das Aggrecan. Der Proteinkern trägt Chondroitin- und Keratansulfatseitenketten 
und neigt zur Aggregatbildung mit Hyaluronsäure und Kollagen Typ 2 Fibrillen. Die Bindung 
des Aggrecans an die Hyaluronsäure wird zusätzlich durch ein Bindeprotein (Hyaluronectin) 
stabilisiert [Scharf 2009, Benninghoff 2003], siehe Abbildung 2. 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur des 
Proteoglykans Aggrecan [Benninghoff 2003] 
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Eine Unterteilung der Proteoglykane kann in drei Gruppen erfolgen. Zur ersten Gruppe gehö-
ren die hyaluronsäurebindenden großen Proteoglykane wie Aggrecan und Versican. Zu einer 
zweiten Gruppe werden die kleinen interstitiellen Proteoglykane Fibromodulin und Decorin 
gezählt. Die dritte Gruppe bilden perizelluläre Proteoglykane zu denen auch Syndekan (Syn-
dekan-1 bis -4) zählt. Die hyaluronsäurebindenden Proteoglykane sind für den Wasserhaus-
halt und die mechanische Belastung von entscheidender Bedeutung. Zudem sind sie an der 
Ausbildung der dreidimensionalen Struktur mit den Kollagenfasern wesentlich beteiligt. Fib-
romodulin und Decorin binden an Kollagenfibrillen und beeinflussen die Fibrillogenese. Zu-
dem können sie den Wachstumsfaktor TGF-β binden und damit die Matrixsynthese beein-
flussen. Die Syndekane sind transmembrane Proteoglykane auf der Oberfläche von Zellen. 
Sie können als Bindestellen für Wachstumsfaktoren, Cytokine und andere Extrazellulärma-
trix-Proteine fungieren [Ayad 1998, Poole 1997, Benninghoff 2003]. 
Glykoproteine 
Die Glykoproteine der Knorpelmatrix sind Fibronektin, Laminine, Chondronektin, Tenascine 
und COMP (cartilage oligomeric matrix protein, Sonderform der Thrombospondine). Diese 
Proteine besitzen im Gegensatz zu den Proteoglykanen nur kurze, nicht-sulfatierte Polysac-
charidseitenketten. Glykoproteine können an die Zelle über Integrine binden und ermögli-
chen neben der Bewegung der Zellen im Gewebe auch deren Adhäsion. Fibronektin vermit-
telt den Kontakt der Zellen zu Kollagenfasern und Proteoglykanseitenketten. Tenascine 
kommen in fünf verschiedenen Formen vor und können wie Fibronektin an Proteoglykansei-
tenketten binden und eine Quervernetzung in der Extrazellulärmatrix ermöglichen. Um eine 
Verkalkung des Knorpels zu verhindern wird das Matrix-GlA-Protein benötigt [Ayad 1998, 
Benninghoff 2003].  
1.1.2 Umsatz der Extrazellulärmatrix 
Neben den Proteinen der Extrazellulärmatrix synthetisieren die Chondrozyten auch alle En-
zyme und Inhibitoren des Matrixabbaus selbst. Unter anderem sezernieren die Chondrozy-
ten verschiedene Proteinasen (Matrix Metalloproteinase, MMP, „a disintegrin and me-
talloproteinase“, ADAM und „ADAM with thrombospondin motifs“, ADAMTS) und sie bauen 
Matrix durch Endozytose und lysosomale Degeneration ab [Benninghoff 2003]. Gegenspieler 
im Matrixabbau sind die Tissue Inhibitors of Metalloproteases (TIMPs). Diese können die 
katalytische Domäne verschiedener MMPs binden und dadurch den Matrixabbau inhibieren 
[Murphy 2005]. Im gesunden Knorpel herrscht ein Gleichgewicht zwischen der Synthese von 
Matrixproteinen und der Expression und Aktivierung von matrixabbauenden Proteasen. 
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Katabole Faktoren 
Die für den Gelenkknorpel wichtigsten katabolen Cytokine sind die Interleukine, im speziel-
len Interleukin 1 (IL-1), IL-17 und IL-18, der Tumornekrosefaktor α (TNF-α) und das Interfe-
ron-γ (IFN-γ). Chondrozyten reagieren mit der Expression verschiedener Proteine auf das 
pro-inflammatorische IL-1β. Zum einen werden die Matrixproteine Aggrecan und Kollagen 
Typ 2 vermindert exprimiert, zum anderen werden die Matrix abbauenden Enzyme MMP-1, 
-3, -13 und ADAMTS-4 synthetisiert. Eine weitere Wirkung auf die Chondrozyten wird durch 
die Expression von IL-6 und LIF induziert. IL-6 wirkt ähnlich wie IL-1, hingegen kann LIF die 
Expression von Proteoglykanen durch die Chondrozyten unterdrücken und führt zu einer 
erhöhten MMP-13 Produktion der Chondrozyten [Pfander 2004, Huber 2000, Sandell 2001, 
Aigner 2006].  
Eine Übersicht über die wichtigsten Enzyme des Matrixabbaus und deren Wirkungsweise soll 
mit Tabelle 1 und Abbildung 3 vermittelt werden. 
Tabelle 1: Übersicht der am Matrixabbau beteiligten Enzyme [Murphy 2005, Huber 2000, Sandell 2001, Duri-
gova 2011, Aigner 2002].  
Enzyme Synonym Spaltung von 
MMP-1, -8, -13 Kollagenase Kollagenen 
MMP-2, -9 Gelatinase denaturierten Kollagenen 
MMP-3, -10, -11 Stromelysin Aggrecan, denaturierten Kollagenen,  
Kollagen Typ 4 und 9 
MMP-7 Matrilysin vielen verschiedenen Proteinen 
ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15 Aggrecanase Aggrecan (aktivste Formen) 
Cathepsin G   
Plasmin  Pro-Kollagenasen 
Kallikrein  Plasminogen (Zymogen des Plasmins) 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Verlaufs der Matrixdegeneration [Niethard 2005] 
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Anabole Faktoren 
Zu den stärksten anabolen Faktoren, die von Chondrozyten gebildet werden, zählen die bo-
ne morphogenic proteins (BMPs). Diese sind Mitglieder der TGF-β Superfamilie und führen 
zu einer Steigerung der Proteoglykan und Kollagen Typ 2 Synthese in Chondrozyten [Aig-
ner 2006]. 
Ein anderer anaboler Faktor ist der Insulin-ähnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF-1). Durch diesen 
wird die Proteoglykansynthese verstärkt, die Expression von inflammatorischen Cytokinen 
und MMPs reduziert und das Überleben von Chondrozyten verlängert. Eine weitere Gruppe 
anaboler Faktoren stellen die anti-inflammatorischen Cytokine IL-4, -10, -13 sowie der 
IL-1 Rezeptor Antagonist dar. Diese wirken den pro-inflammatorischen Cytokinen entgegen 
[Aigner 2002, Chubinskaya 2007]. 
Tabelle 2: Übersicht über die Inhibitoren der Proteinasen [Murphy 2005, Huber 2000, Bara-
gi 1994,Butler 1999, Stratmann 2001, Troeberg 2009, Wang 2006]. 
Proteine Inhibiert: 
TIMP-1 MMP-1, -3, -9, -13 
TIMP-2 MMP-2, proMMP-2 
TIMP-3 MMP-2, -9 / ADAMTS-1, -2, -4, -5 
TIMP-4 alle MMPs 
plasminogen activator inhibitor  
 
1.1.3 Osteoarthrose 
1.1.3.1 Ursachen und Entstehung 
Bei der Osteoarthrose handelt es sich um eine degenerative Gelenkerkrankung, primär ohne 
entzündliche Ursache, die mit dem Abbau der Knorpelschicht einhergeht und zumeist Perso-
nen über 60 Jahre betrifft. Bei 90 % der über 75-jährigen kann radiologisch eine Osteoarth-
rose nachgewiesen werden, welche nicht zwangsläufig symptomatisch verlaufen muss 
[Arden 2008]. Die Erkrankung beginnt mit dem Ausfransen der obersten Knorpelschicht, die 
eine verminderte Gleitfähigkeit der Gelenkflächen bewirkt [Arden 2008]. Der Verlust an 
Knorpel führt zudem auch zu einer Instabilität des Gelenks. Bedingt durch eine reduzierte 
Distanz zwischen den Gelenken werden die Bänder nicht mehr ausreichend gespannt. Des-
weiteren treten auch andere physiologische Veränderungen ein, um den Knorpelverlust zu 
korrigieren [Arden 2008]. Dazu gehören die Vermehrung und Mineralisierung des subchond-
ralen Knochens (Sklerosierung) [Benninghoff 2003] und die Bildung von Osteophyten [Arden 
2008, Samuels 2008] und Geröllzysten [Arden 2008]. Einhergehend mit der Veränderung des 
Knochens reagiert auch das Synovium auf den Knorpelverlust. Es wird dicker, nimmt an Mas-
se zu und mitunter kommt es auch zu Entzündungen [Arden 2008, Samuels 2008]. Ausgelöst 
werden diese Veränderungen wahrscheinlich durch die Knorpel-Abbauprodukte, die sich in 
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der Synovialflüssigkeit sammeln. Das so veränderte Synovium reagiert darauf mit einer ver-
mehrten Produktion von Synovialflüssigkeit was zu einer Schwellung des Gelenks führt 
[Arden 2008]. Bislang wurde die Osteoarthrose als zwangsläufig fortschreitender, degenera-
tiver Erkrankungsverlauf betrachtet. Durch neuere Studien kann jedoch ausgegangen wer-
den, dass es sich um einen dynamischen Prozess mit episodischem Verlauf und verschieden-
artigen Erkrankungen bei der Entstehung handelt [Haq 2003]. Bei der optischen Betrachtung 
der Knorpelfläche eines Gelenkes lassen sich die in Tabelle 3 dargestellten Stadien des Ver-
laufs der Osteoarthrose einteilen. Die makroskopischen Veränderungen sind in Abbildung 4 
schematisch dargestellt. 
Tabelle 3: Makroskopische Einteilung des Verlaufs der Osteoarthrose mit dem Collins Score nach 
Muehleman 1997 
Stadium Veränderungen 
0 keine morphologischen Veränderungen 
1 beginnende Fibrillierung, Veränderungen an der Knorpeloberfläche (abblät-
tern von Knorpel, oberflächliche Vertiefungen, Riefen, Beulen) ohne Verände-
rung in der Oberflächengeometrie 
2 ausgeprägte Fibrillierung und Rissbildung, Veränderungen an der Knorpel-
oberfläche (abblättern, Vertiefungen, Beulen), beginnende unwesentliche 
Hyperplasie und kleine Osteophyten 
3 ausgedehnte Fibrillierung und Rissbildung, deutliche Osteophyten und bis zu 
30 % der Knorpelfläche sind bis zum subchondralen Knochen erodiert 
4 markante Osteophyten, Vorsprünge oder Stufen im Gelenkspalt, mehr als 
30 % der Knorpeloberfläche sind bis zum subchondralen Knochen erodiert 
und deutliche Veränderungen in der Gelenkgeometrie 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Knorpeldestruktion bis hin zum vollständigen 
Knorpelverlust [Niethard 2005] 
Bei der Osteoarthrose werden 2 Arten unterschieden, solche die lokal oder generalisiert oh-
ne bekannte Ursache auftreten (primäre Arthrosen) und solche bei denen Traumata oder 
Entzündungen zu Grunde liegen (sekundäre Arthrosen) [Haq 2003, Niethard 2005]. 
Die Entstehung einer primären Osteoarthrose kann verschiedene Ursachen haben. Es wird 
eine altersbedingte Veränderung des artikulären Knorpels mit einhergehender verminderter 
Zellvitalität beschrieben. Darüberhinaus wird von einer zunehmenden Verschlechterung der 
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Stoffwechselsituation der Chondrozyten ausgegangen [Erggelet 2001]. Eine weitere Ursache 
zur Entstehung einer Osteoarthrose ist in der Immobilisierung eines Gelenkes zusehen. Da-
bei wird angenomen, dass sich die Chondrozyten durch die Unterbrechung der Nährstoffver-
sorgung in einem Schock-Zustand befinden und dadurch unter anderem auch die Repara-
turmechanismen des Knorpels außer Kraft gesetzt werden [Haq 2003].  
Im gesunden Knorpel herrscht ein Gleichgewicht zwischen IL-1β und dem IL-1R Antagonis-
ten. Bei der Osteoarthrose verschiebt sich dieses Gleichgewicht in Richtung des katabolen 
IL-1β [Pfander 2004]. Die daraus resultierende vermehrte Ausschüttung von Metallopro-
teinasen, vor allem MMP-2, -11 und -13 [Aigner 2002] und ADAMTS [Aigner 2006] kann nicht 
mehr durch die TIMPs kompensiert werden, da diese weniger exprimiert werden [Aig-
ner 2001]. Das Zusammenspiel dieser Ereignisse führt zum Abbau von Kollagenen und Pro-
teoglykanen. Von einer Beteiligung des Synoviums bei der Osteoarthrose wird ausgegangen. 
Die Synovialzellen produzieren vermehrt IL-1 und TNF-α und induzieren damit eine weitere 
Produktion von Metalloproteinasen [Aigner 2002, Haq 2003, Honorati 2002] und den Verlust 
von Glukosaminoglykanen aus der Extrazellulärmatrix [Aigner 2002, Little 1999]. Der Verlust 
an Proteoglykanen [Sandell 2001] hat zur Folge, dass die Knorpelmatrix an Druck- und Zug-
steifigkeit verliert [Hudelmaier 2001, Bank 2000] und Ödeme und Schwellungen auftreten 
[Imhof 1997]. An diesen Stellen expandieren die Chondrozyten klonal und migrieren zu den 
Grenzen der Schwellungen [Huber 2000]. Dort bilden sie Kollagen Typ 9 [Poole 1997] und 
versuchen somit die Kollagen Typ 2 Fibrillen im Netzwerk zu stabilisieren und dem Matrixab-
bau entgegenzuwirken. 
Die hypertrophen Chondrozyten der Knorpelmatrix produzieren bei der Osteoarthrose Syn-
dekan-4. Dieses kann ADAMTS-5 nicht nur durch direkte Interaktion aktivieren, sondern 
auch durch die Regulation der MMP-3 Synthese [Echtermeyer 2009]. Ebenso ist eine Aktivie-
rung von ADAMTS-4 durch Syndekan-1 beschrieben [Gao 2004]. Eine Expression von Osteo-
calcin, einem Marker für Osteoblasten, ist bei hyperthrophen Chondrozyten in osteoarthriti-
schem Knorpel beschrieben. Dabei konnte ein proportionaler Zusammenhang zwischen dem 
Schweregrad der Osteoarthrose und der Expression von Osteocalcin gefunden werden [Pul-
lig 2000]. Werden ältere oder osteoarthritische Chondrozyten mit Fragmenten des Fib-
ronektins (Abbauprodukte der Extrazellulärmatrix) stimuliert, resultiert dies in einer IL-7 
Produktion. Da artikuläre Chondrozyten einen IL-7 Rezeptor auf der Zelloberfläche exprimie-
ren, kommt dies einer Signaltransduktion zur vermehrten MMP-13 Produktion und einem 
damit einhergehenden Matrixabbau gleich [Long 2008]. Die durch IL-1α und IL-1β induzierte 
Matrixdegeneration durch MMP-1, -3, -13 und ADAMTS-4 kann durch eine Stimulation mit 
Hyaluronsäure supprimiert werden [Julovi 2004, Yatabe 2009]. Die Arbeitsgruppe um Fan 
[Fan 2009] hat einen weiteren Signalweg der IL-1β-vermittelten MMP-13 Expression über die 
Reduktion von p130cas und heat shock protein (HSP) 90β beschrieben. 
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Zusammenfassend ist für die Osteoarthrose ein Matrixabbau durch MMP-2, -11, -13 und 
ADAMTS-4 & 5 verantwortlich, einhergehend mit einer verminderten Expression der MMP-
Inhibitoren. Durch die Zunahme an Syndekan-4 wird ein Matrixabbau stimuliert, ebenso 
wirkt sich die Stimulation der Chondrozyten mit IL-7 aus. 
Zudem sind eine Vielzahl von Risikofaktoren, die an der Entstehung einer Osteoarthrose be-
teiligt sein können, beschrieben. Dazu zählen neben den genetischen Faktoren auch Um-
weltfaktoren wie Adipositas und Muskelschwäche oder aber Verletzungen [Arden 2008]. 
Genetische Faktoren 
Viele der möglichen Gene im Zusammenhang mit einer Osteoarthrose konnten auf den 
Chromosomen 2q, 4, 16 [Haq 2003] und 9q, 11q [Spector 2004] gefunden werden. Dabei 
kodieren diese Gene häufig Sequenzen für Proteine der Extrazellulärmatrix [CRTM, CRTL, 
Kollagen Typ 2, 9 und 11; Haq 2003, Spector 2004], für anabole [BMP2, GDF5; Haq 2003 / 
IGF-1, TGF-β; Spector 2004 / IL-1R Antagonist, Valdes 2009] oder für katabole Faktoren [IL-1, 
-6 und -10; Valdes 2009]. 
Ein Zusammenhang zwischen der Entstehung der Osteoarthrose und bestimmten HLA-
Einzelmerkmalen wurde bereits von vielen Arbeitsgruppen untersucht. Es konnte sowohl für 
HLA-A1B8 [Pattrick 1989, odds ratio 2,4] als auch für HLA-DR2 [Moos 2002, odds ratio 1,58; 
Riyazi 2003, odds ratio 2,4] eine Assoziation mit dem Entstehen einer Osteoarthrose festge-
stellt werden. 
Umweltfaktoren 
Ab einem Alter von 50 Jahren nimmt, im Vergleich zu Männern, das Risiko der Frauen an 
Osteoarthrose zu erkranken deutlich zu. Es wird davon ausgegangen, dass der sinkende Öst-
rogenspiegel in der Menopause ein Auslöser ist [Haq 2003]. 
Ein erhöhtes Risiko haben auch Patienten die an Adipositas leiden [Cooper 2000, Sa-
muels 2008, Karlson 2003]. Bei diesen steigt die Wahrscheinlichkeit an Osteoarthrose zu 
erkranken, wenn sich ihr body mass index um zwei (≈ 5 kg) erhöht. Bei Reduktion des Kör-
pergewichts um 5 kg sinkt bei übergewichtigen Frauen das Risiko, an Knie-Arthrose zu er-
kranken, um 50 % [Haq 2003]. 
Ebenso scheint ein Zusammenhang zwischen einem Vitamin-Mangel (Vitamin C und D) und 
einem dreifach erhöhten Risiko zur Entwicklung einer Knie-Arthrose zu bestehen [Haq 2003]. 
Bakterien und Viren als Auslöser für die Osteoarthrose wurden von verschiedenen Arbeits-
gruppen kontrovers diskutiert. Die Arbeitsgruppe um Aslan wies bei Osteoarthrosepatienten 
das Parvovirus B19 (PVB19) in der Synovialflüssigkeit nach und zeigte einen direkten Zu-
sammenhang zwischen derm Vorhandensein von Viruspartikeln und dem Osteoarthrosegrad 
[Aslan 2008]. 
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1.1.3.2 Therapie 
Bei der Osteoarthrose werden verschiedene Therapieansätze beschrieben. Dabei wird oft 
mit einer nichtpharmakologischen Therapie begonnen und diese bei Verschlechterung des 
Krankheitsverlaufs um eine pharmakologische Therapie erweitert. Bei einem großflächigen 
Gelenkknorpelverschleiß oder schwerwiegenden Traumata bleibt oft nur die Möglichkeit 
eines Gelenkersatzes. [Haq 2003] 
Der mit Abstand wichtigste Faktor das Fortschreiten der Osteoarthrose zu verlangsamen, ist 
Sport. Durch die Bewegung der betroffenen Gelenke wird versucht der Schwächung der 
Muskeln oder dem Abbau von Muskelmasse als Folge der eingeschränkten Bewegung entge-
genzuwirken. Durch Sport kann es zu einer Gewichtsreduktion kommen und so zu einer Ent-
lastung der Hüft- und Kniegelenke [Arden 2008]. 
Bei der pharmakologischen Therapie werden neben Parazetamol auch nicht-steroidale Ent-
zündungshemmer verabreicht. Eine andere Methode der Therapie stellt die Injektion von 
Corticoiden und Hyaluronsäure in das Gelenk dar [Arden 2008, Haq 2003]. Die orale Gabe 
von Glukosaminosulfaten führte im Vergleich zur Placebo-Gruppe zu keiner Verbesserung 
der Osteoarthrose [Hughes 2002]. 
Zu einer operativen Therapie der Osteoarthrose wird meist nur dann gegriffen, wenn die 
pharmakologischen Therapien nicht mehr ansprechen und die Patienten aufgrund der 
Schmerzen massive Einschränkungen im täglichen Leben haben [Arden 2008]. Dabei werden 
verschiedene Eingriffe zur Verbesserung der Gelenkmechanik und Gelenkbiologie sowie die 
Gelenkplastiken und der Gelenkersatz unterschieden [Niethard 2005]. 
Zu den Verbesserungen der Gelenkbiologie, bei bis zu 2 cm² großen Knorpeldefekten, wird 
die Pridie-Bohrung gezählt. Dabei wird die erodierte Gelenkfläche durch Bohrungen verletzt, 
die Einsprossung von Blutgefäßen aus dem darunter liegenden Knochen angeregt und die 
Bildung eines Ersatzknorpels (Faserknorpel) ermöglicht [Niethard 2005, Scharf 2009]. Eine 
andere Methode zur Verbesserung der Gelenkbiologie, auch bei großen Knorpeldefekten, 
stellt die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) dar. Dabei wird dem Patienten Knor-
pel außerhalb der Knorpeldefekte entnommen, die Chondrozyten werden im Labor ver-
mehrt und in einer weiteren Operation dem Patienten an den Knorpeldefekten implantiert 
[Madry 2009, Scharf 2009]. Ebenso ist es möglich ganze Knochen-Knorpel-Transplantate an 
die beschädigten Gelenkstellen einzubringen. Dafür wird an einer nicht-belasteten Stelle des 
Gelenks ein Zylinder ausgestanzt und in die zuvor vorbereitete Stelle eingebracht. Dort ver-
wächst der eingebrachte Zylinder mit dem restlichen Gewebe [Scharf 2009]. Weitere For-
schungsvorhaben widmen sich der lokalen Applikation entzündungshemmender Cytokine 
und der genetischen Veränderung der Knorpelzellen [Haq 2003, Madry 2007]. Gelenkplasti-
ken und gelenkversteifende Maßnahmen der Hüft und Kniegelenke kommen nur noch selten 
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zur Anwendung. Der Gelenkersatz stellt bei vielen Patienten mit schwerer Osteoarthrose der 
Hüft- und Kniegelenke die letzte Lösung dar [Arden 2008, Niethard 2005].  
1.2 Rho-Proteine 
1.2.1 Gruppe der Rho-Proteine und Funktion in der Zelle 
Die RhoB-GTPasen, mit bislang 22 bekannten Genen, gehören zur Familie der kleinen GTPa-
sen und werden in allen eukaryotischen Zellen exprimiert. Sie liegen in zwei Formen in der 
Zelle vor, zum einen als inaktive, GDP-gebundene und zum anderen als aktive, GTP-
gebundene Form. Der Wechsel vom inaktiven in den aktiven Zustand wird durch die  guanine 
nucleotide exchange factors (GEFs) durch den Austausch von GDP durch GTP am Protein 
ermöglicht. Durch diese Aktivierung können die GTPasen mit ihren Effektorproteinen intera-
gieren. Die Inaktivierung der GTPasen wird durch die GTPase-activating proteins vermittelt. 
Um eine spontane Aktivierung der GDPasen zu verhindern, binden guanine nucleotide dis-
sociation inhibitors (GDIs) an die GDP-gebundene Form [Jaffe 2005, Heasman 2008]. 
Die Rho-GTPasen sind an der Regulation vieler verschiedener zellulärer Prozesse beteiligt, 
dazu zählen neben dem Zellzyklus, der Migration und Morphogenese auch die Aktin- und 
Myosin-Zytoskelett-Organisation und die Genexpression [Jaffe 2005, Heasman 2008, 
Fritz 1995]. 
RhoB reguliert verschiedene intrazelluläre Signalwege. Dazu zählt die negative Regulation 
der TGF-β Signalweiterleitung [Engel 1998], aber auch der Transport des internalisierten 
EGF-Rezeptors [Gampel 1999, Lajoie-Mazenc 2007]. Die Aktivierung von RhoB kann zum ei-
nen durch Wachstumsfaktoren und DNA-Schäden [Fritz 1995], aber auch durch Hitzestress 
[Li 2011] erfolgen. Das RhoB-Protein liegt in der Zelle im Gleichgewicht auf zwei Arten vor, 
zum einen als farnesyliertes RhoB (RhoB-F) und zum anderen als geranylgeranylisiertes RhoB 
(RhoB-GG) [Prendergast 2001]. Die Art der posttranslationalen Modifikation ist entscheidend 
für die zelluläre Lokalisation, so ist das RhoB-F vor allem in der Plasmamembran zu finden 
und das RhoB-GG in endozytotischen Vesikeln [Milia 2005]. 
1.2.2 Stand der Forschung 
Bei der GTPase RhoB handelt es sich um einen Tumorsupressor [Heasman 2008] dessen Ex-
pression in verschiedenen Tumoren reduziert ist. Die Steuerung der Expression erfolgt durch 
das Ras Protein [Mazieres 2007, Jiang 2004] via Akt und PkB-Kinasen [Soundararajan 2008]. 
Befindet sich eine Zelle in einer Stresssituation kann die GTPase RhoB verschiedene Funktio-
nen ausführen. Zum einen wird bei DNA-Schäden, welche zu neoplastischen Zellen führten, 
durch das Protein RhoB die Apoptose der Zellen induziert [Liu 2001], zum anderen können 
sich Zellen nach einem Hitzeschock auch durch die RhoB-Expression vor einer Apoptosein-
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duktion schützen [Li 2011]. Die Apoptose kann auf verschiedene Arten vermittelt werden, 
zum einen durch die Interaktion von TNFAIP1 mit RhoB [Kim 2009], zum anderen über den 
Effektor mDia [Prendergast 2001]. 
Über die Expression von RhoB in Chondrozyten ist nur wenig publiziert. Gebhard und Kolle-
gen beschreiben die Reduktion von RhoB mRNA in Chondrozyten von osteoarthritischem 
Knorpel im Vergleich zu gesundem Knorpel [Gebhard 2004]. In der Arbeit von Mahr wird ein 
Zusammenhang zwischen der Osteoarthrose und RhoB auf DNA-Ebene (Einzelbasen-
Austausch, cis-reguliertes Gen) beschrieben [Mahr 2005]. 
1.3 Adenoviren 
1.3.1 Grundlagen 
Die Gruppe der Adenoviridae lässt sich in 5 Genera unterteilen, die Aviadenoviren (Vögel), 
die Mastadenoviren (Säuger), die Atadenoviren (Reptilien, Säuger, Vögel), die Siadenoviren 
(Amphibien, Vögel) und die Ichtadenoviren (Stör). Die humanen Adenoviren gehören zur 
Gattung der Mastadenoviren und die 54 Virustypen werden in 7 Spezies (A-G) eingeteilt 
[Doerr 2009]. 
Tabelle 4: Übersicht über die humanen Adenoviren nach Doerr 2009 und Heim 2009 
Spezies Typen 
A 12, 18, 31 
B1 3, 7, 16, 21, 50 
B2 11, 14, 34, 35 
C 1, 2, 5, 6 
D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 2-30, 32, 33, 36, 37-39, 42-49, 51, 53, 54 
E 4 
F 40, 41 
G 52 
 
Die humanen Adenoviren besitzen eine lineare doppelsträngige DNA, die in einem unbehüll-
ten ikosaedrischen Proteinkapsid verpackt ist. Letzteres ist aus Hexonen aufgebaut und an 
jeder Ecke sitzt eine Pentonbasis mit einem Fiber-Protein. Für die Adsorption der Adenoviren 
an die Zelloberfläche ist der Fiber-Knopf von entscheidender Bedeutung [Heim 2009, Doerr 
2009]. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Adenovirus 
mit dem Kapsid aus Pentonbasis, Hexon und Fiber mit 
Knopf und DNA-Strang im Zentrum [Glasgow 2006] 
Nach der Adsorption und Internalisierung der Adenoviren werden die ersten viralen Proteine 
gebildet. Dazu gehören die Proteine der E1A und E1B-Regionen, welche für den effizienten 
Ablauf der viralen Replikation zuständig sind. Die Proteine der E2-Region beinhalten die vira-
le DNA-Polymerase und das Terminale Protein, die der E3-Region sind an der Immunevasion 
beteiligt. In der späten Phase findet die virale DNA-Replikation statt und die Strukturproteine 
werden exprimiert. Die Nachkommenviren werden in der Zelle zusammengebaut und nach 
deren Lyse, durch das in der E3-Region kodierte Death-Protein, freigesetzt [Doerr 2009]. Bei 
der viralen Replikation erfolgt keine Integration in das Wirtsgenom [Heim 2009], jedoch sind 
„latente“ Adenovirusinfektionen vor allem bei den Typen 1, 2 und 5 der Spezies C beschrie-
ben [Doerr 2009]. 
Für die Infektion der Wirtszellen ist die Adsorption der Adenoviren an die Zelloberfläche von 
entscheidender Bedeutung. Bislang sind drei verschiedene Oberflächenstrukturen beschrie-
ben, an welchen die Fiber-Knöpfe der Adenoviren binden können. Der Coxsackievirus-
Adenovirus Rezeptor (CAR) wird von allen Adenoviren, außer denen der B-Spezies, zur Infek-
tion einer Zelle benötigt [Arnberg 2002, Stewart 2003]. Die Adenoviren 3, 7, 11 und 35 der B-
Spezies binden an den Kofaktor CD46 [Sirena 2004, Segerman 2003, Fleischli 2007), ebenso 
die Adenoviren 37 und 49 der D-Spezies [Fleischli 2007]. Die Oberflächenrezeptoren CD80 
und CD86 können von allen Adenoviren der B-Spezies zur Infektion einer Zelle benutzt wer-
den [Short 2006]. Die Fiber-Knöpfe der Adenoviren 8, 19a und 37 der Spezies D sind positiv 
geladen und nutzen, außer dem CAR, auch Glykane mit Sialinsäure-Resten zur Infektion von 
Zellen [Arnberg 2000a, Arnberg 2000b].  
Die Adsorption der Adenoviren mit den Fiber-Knöpfen an die Rezeptoren der Zelloberfläche 
ist für die Internalisierung der Adenoviren nicht ausreichend. Hierfür ist eine zusätzliche In-
teraktion zwischen der Pentonbasis mit einer konservierten Integrinbindestelle (Arginin-
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Glycin-Asparaginsäure, RGD-Motiv) und den Vitronektin-bindenden Integrinen der Zellober-
fläche nötig [Stewart 2003, Lord 2006]. Die Adenoviren 40 und 41 der F-Spezies exprimieren 
dieses RGD-Motiv an der Pentonbasis nicht und werden nur verzögert in die Zellen via In-
tegrine aufgenommen [Stewart 2003, Albinsson 1999]. 
An der Rezeptor-vermittelten Endozytose der Adenoviren sind auch andere Proteine betei-
ligt, so auch die Rho GTPasen und p130cas. Befinden sich die aufgenommenen Adenoviren in 
den frühen Endosomen der Zelle, können sie dem Abbau in späten Endosomen und Lysoso-
men entgehen. Voraussetzung ist eine Interaktion zwischen adenoviraler Pentonbasis und 
zellulären αVβ5-Integrinen [Stewart 2003]. 
1.3.2 Klinik, Diagnostik und Therapie 
Viele der humanen Adenoviren infizieren mehr als nur ein Organsystem und können eine 
Reihe von Erkrankungen auslösen. Die häufigsten Infektionen durch Adenoviren betreffen 
den Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt und die Augen [Doerr 2009]. So lö-
sen die Adenoviren der B1-Spezies vor allem Infektionen des oberen Verdauungstrakts aus, 
die der B2-Spezies sind für Infektionen der Nieren und der Harnwege verantwortlich [Sirena 
2004, Fleischli 2007]. Die Typen 8, 19 und 37 der D-Spezies sind vor allem Auslöser der 
Keratokonjunktivitis epidemica [Segerman 2003]. Die Adenoviren der F-Spezies sind aus-
schließlich für Gastroenteritis im Kleinkindalter verantwortlich [Heim 2009]. Obwohl die hu-
manen Adenoviren weltweit endemisch sind, wird immer wieder von regional begrenzten 
epidemischen Ausbrüchen einiger Adenovirustypen berichtet. So wird unter anderem von 
dem Ausbruch einer nosokomialen epidemischen Keratokonjunktivitis 2006 in Valparaíso 
(Chile) [Nercelles 2010], von einer akuten Gastroenteritis (verursacht durch den Typ 41) in 
einem Kindergarten in Portugal im Herbst 2008 [Gonçalves 2010] und von dem Ausbruch 
akuter Atemwegsinfekte bei Kindern mit teils tödlichem Ausgang 2004 in Lissabon (verur-
sacht durch den Typ 3 und einem neuen rekombinanten Typ7/3) berichtet [Rebelo-de-
Andrade 2010]. 
Die Übertragung der Adenoviren von Mensch zu Mensch erfolgt durch direkten Kontakt, 
Tröpfcheninfektion oder Schmierinfektion [Doerr 2009, Heim 2009]. Jeder Mensch wird in 
seinem Leben mehrfach mit Adenoviren, auch unterschiedlichen Typs, in Kontakt kommen 
und produziert Antikörper gegen die entsprechenden Typen [Heim 2009]. 
Eine Adenovirusinfektion kann auf verschiedenen Wegen diagnostiziert werden. Zum einen 
kann mittels der Elektronenmikroskopie und der PCR nachgewiesen werden, ob es sich um 
Adenoviren handelt, zum anderen kann über Serodiagnostik, Typisierung und spezifische 
PCR-Reaktionen auch der spezielle Adenovirustyp ermittelt werden [Friedman 2008, Do-
err 2009, Heim 2009].  
   Einleitung   
15 
Als Prophylaxe werden viruzide Desinfektionsmittel und die Isolation hochinfektiöser Patien-
ten empfohlen [Friedman 2008, Doerr 2009, Heim 2009]. Eine abgesicherte antivirale Thera-
pie ist nicht verfügbar [Heim 2009], jedoch wird bei besonders gefährdeten immunsuppri-
mierten Patienten die Anwendung der Virusstatika Cidofovir, Didanosine und Ribavirin be-
schrieben [Friedman 2008, Doerr 2009]. 
1.3.3 Adenoviren in der Gentherapie 
In der Gentherapie wird der Gentransfer mit Adenoviren (Serotypen 2 und 5) erfolgreich 
durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass noch verschiedene Hürden in der Anwendung von A-
denovirus-basierten Vektoren zu nehmen sind. Dazu gehören die angeborene und erworbe-
ne Immunität gegen Adenoviren. Zu den Folgen der ausgelösten Immunreaktion zählen un-
ter anderem die verkürzte Genexpressionsdauer und gravierende Nebenwirkungen 
[Dharmapuri 2009, Palmer 2005]. Die Adenovirus-basierten Vektoren wurden besonders im 
letzten Jahrzehnt weiterentwickelt. Begonnen wurde mit der ersten Generation, welche sich 
durch die Deletion der E1 Region und einer damit verbundenen Replikationsdefizienz aus-
zeichnete. Diese lösten jedoch bei der systemischen Anwendung eine Immunantwort aus 
und führten nur zu einer transienten Genexpression [Dharmapuri 2009, Palmer 2005, Vor-
burger 2002]. Aus diesem Grund wurden die Vektoren weiterentwickelt und es folgte die 
zweite Generation. Bei dieser wurden zudem die E2A, E3 und E4 Gene deletiert. So sollte die 
Immunantwort möglichst vermieden werden. Es zeigte sich, dass die Toxizität reduziert war 
und die Genexpressionsdauer verlängert werden konnte [Vorburger 2002]. Die dritte Gene-
ration stellen unter anderem die adenoviralen Vektoren dar, bei denen die Sequenzen aller 
viralen Proteine deletiert wurden. Für die Replikation dieser Vektoren wird ein „Helper“ Vek-
tor benötigt mit den entsprechenden viralen Proteinen benötigt [Dharmapuri 2009, Pal-
mer 2005, Vorburger 2002]. Des Weiteren gibt es chimäre Vektoren, welche die Vorteile von 
retroviralen und adenoviralen Vektoren vereinen [Bilbao 1997].  
Eine andere Möglichkeit die vorhandene Immunität gegen die häufigen Adenovirustypen zu 
umgehen, ist die Verwendung von seltenen Adenoviren, wie die Typen 3, 7, 11 und 35 der B-
Spezies. Diese können die Zielzellen über das ubiquitär exprimierte CD46 infizieren und die 
Transduktionseffizienz wird nicht durch vorhandene Antikörper gegen den Typ 5 beeinflusst 
[Sakurai 2007]. 
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2. Materialien und Methoden 
2.1 Spender 
Der verwendete Knorpel stammte von insgesamt 46 Patienten verschiedener Kliniken: der 
Klinik für Orthopädie und der Chirurgischen Klinik und Poliklinik des Universitätsklinikums 
Rostock. Der in dieser Arbeit verwendete Knorpel fiel während chirurgischer Eingriffe – die 
Patienten unterzogen sich einer Hüft- bzw. Knieendoprothese – an. Es wurde ausschließlich 
Gewebe verwendet, welches nach dem Eingriff verworfen worden wäre. Die Genehmigung 
der Ethikkommission des Universitätsklinikums Rostock liegt vor. Nach der Entnahme des 
Femurkopfes wurde dieser steril in PBS bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 
 
Aus der Klinik für Orthopädie wurde von 6 Patienten weiblichen und 9 Patienten männlichen 
Geschlechts (70,3 ± 8,8 Jahre [Mittelwert ± Standardabweichung]) der Knorpel des Kniege-
lenks verwendet.  Ebenso wurde von 30 Patienten weiblichen, 6 Patienten männlichen Ge-
schlechts (70,6 ± 14,1 Jahre) und einem Patienten ohne Angabe von Daten der Knorpel des 
Femurkopfes verwendet. 
2.2 Produkte, Chemikalien, technische Geräte und Werkzeuge 
Tabelle 5: Kits und Chemikalien 
Kit/Chemikalie Hersteller 
Agarose Serva 
Acrylamid-Bisacrylamid Carl Roth 
7-Aminoactinomycin (7-AAD) eBioscience 
ε-Aminocapronsäure Sigma-Aldrich 
Ameisensäure Merck 
Albumin Fraktion V, bovine (BSA) Carl Roth 
Alginat Sigma-Aldrich 
Amaxa® Human Chondrocyte Nucleofector® Kit Lonza (vorher Amaxa) 
Ammoniumpersulfat (APS) Serva 
Annexin-V-PE (AnV:PE) Immunotools 
Ascorbinsäure Sigma-Aldrich 
AutoMACS Running Buffer Miltenyi Biotec 
AutoMACS Rinsing Solution Miltenyi Biotec 
BSA Sigma-Aldrich 
BSA-Stocklösung, 0,1 mg/ml Bio-Rad 
Brefeldin-A Sigma-Aldrich 
Bradford-Reagenz Bio-Rad 
Kalziumchlorid (CaCl2) Merck 
Chondroitin-6-sulfat Sigma-Aldrich 
Complete (Tabletten) Roche 
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Kit/Chemikalie Hersteller 
L-Cysteinhydrochlorid Fluka 
DCTS Quickstart MasterMix Beckman Coulter 
DMEM + GlutaMAX Gibco 
DMMB Serva 
100bp und 10 kb DNA- Ladder Carl Roth 
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich 
Ethanol, reinst und vergällt Apotheke des Universitätsklinikums 
Rostock 
Fetales Kälberserum (FCS) PAA 
Ficoll-Trennlösung GE Healthcare 
Formalin, 40% Merck 
β-Glycerophosphat Sigma-Aldrich 
Glycin Carl Roth 
Glycerol Carl Roth 
Kalbsthymus DNA Sigma-Aldrich 
Kanamycinsulfat Sigma-Aldrich 
Kollagenase, Typ 2 (CLS-2) Worthington 
Salzsäure, rauchend Merck 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 
High Fidelity MasterMix, 2x Roche 
HEPES Calbiochem 
HEPES-Puffer Gibco 
Hoechst 33258 (Bisbenzimide) Fluka 
Humanes Serum Applied Biosystems 
Invisorb SpinBlood Mini Kit Invitek 
Insulin-Transferin-Selenin (ITS) (100x) Genaxxon 
Ionomycin Sigma-Aldrich 
Magermilchpulver Fluka 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich 
Methanol J.T.Baker 
Natriumacetat Merck 
Natriumazid (NaN3) Carl Roth 
Natriumchlorid (0,9 %, steril) Apotheke des Universitätsklinikums 
Rostock 
Natriumchlorid (NaCl) Merck 
Natriumcitrat Merck 
Natriumdesoxycholat Sigma-Aldrich 
Natriumformiat Merck 
Natriumhydroxid Merck 
Natriumhydroxid (Plätzchen) Merck 
Natriumpyruvat  
Natriumorthovanadat  
Nicht-essenzielle Aminosäuren (NEAA), 100x Gibco 
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Kit/Chemikalie Hersteller 
NP-40 Calbiochem 
Papain Roche 
PBS (steril) Gibco 
Penicillin/Streptomycin Gibco 
PMA Sigma-Aldrich 
Phenol:Chloroform:IAA (25:24:1; pH 6.6/7.9) Invitrogen (vorher Ambion) 
Prolin Sigma-Aldrich 
PageRuler, markiert und unmarkiert Fermentas 
Pronase Calbiochem 
Ponceau S Serva 
Quick Start Kit (Sequenzierung) Beckman Coulter 
RPMI 1640 + GlutaMAX Gibco 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
SDS Carl Roth 
TEMED Serva 
Thimerosal Fluka 
TNF-α ELISA eBioscience 
Tris Base Carl Roth 
Trichloressigsäure (TCA) Sigma-Aldrich 
Trypanblau Sigma-Aldrich 
Trypsin-EDTA, 0,05 % Gibco 
Tween 20 Carl Roth 
 
Tabelle 6: Restriktionsenzyme 
Bezeichnung Puffer  Hersteller 
Hind III Red 10 U/µl Fermentas 
Kpn I KpnI+ 10 U/µl Fermentas 
PmeI Blue 5 U/µl Fermentas 
PacI NEB1 10 U/µl NEB BioLabs 
 
Tabelle 7: Antikörper für Durchflusszytometrie und Immunodetektion 
Spezifität Klon/Isotyp Konjugat Hersteller Proteingröße 
GAPDH 6C5/ Maus, IgG1 - Abcam   
RhoB Kaninchen IgG - Santa Cruz Biotec  
RhoB Kaninchen IgG PE Santa Cruz Biotec  
Kollagen 2 Kaninchen, polyklonal  - Abcam 150 kDa 
MMP13 Kaninchen, polyklonal - Abcam  
Syndekan4 Kaninchen, polyklonal - Abcam  
TIMP1 Kaninchen, monoklonal - Abcam  
Maus IgG + IgM Ziege Biotin Dianova  
Kaninchen IgG Ziege Biotin Dianova  
Steptavidin - POX Dianova  
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Tabelle 8: Geräte und Werkzeuge 
Gerät/Werkzeug Hersteller 
7900HT Fast Real-Time PCR Systems Applied Biosystems 
8-Kanal-Pipette Eppendorf 
Absaugpumpe Vacumat 130 H-Saur 
Auslaufpipetten 5, 10, und 25 ml 
wattiert, steril verpackt 
Greiner Bio One 
CEQ 8800 Sequenzierer Beckman Coulter 
Durchflusszytometer, FACS-Calibur BD 
Feinwaage Sartorius Basic Sartorius 
Filterspitzen, 10, 20, 200, und 1000 µl Nerbe Plus 
GeneAmp PCR Systems 9700 Applied Biosystems 
Gewebekulturschale, 6 und 12 well Greiner Bio One 
Heizblock HBT-1 HLC 
Inkubator Forma Scientific Labotec 
Invers-Lichtmikroskop Nikon 
Kühlzentrifuge MegaFuge 1.0R Heraeus 
Magnetrührer  MR-3001 Heidolph 
Microtiterplatte, 96 well, flach Greiner Bio One 
Mini-VE complete (SDS-PAGE) Pharmacia Biotech 
Monovette, EDTA, 7,5 ml Sarsteadt 
Multidish, 12 well  UpCell Surface Nunc 
NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher 
Nucleofector® Lonza (vorher Amaxa) 
Omnifix® 5 und 10 ml, Luer Lock, Solo B. Braun 
Petrischale, Ø 10 cm Greiner Bio One 
pH-Meter pH211 Hanna Instruments 
Photometer SmartSpec 3000 Bio-Rad 
Pipetierhilfe „Pipetboy“ Integra Biosciences 
Pipetten; 10, 20, 100, 200 und 1000 µl Gilson 
Plattenschüttler Polymax 1040 Heidolph 
Polypropylen-Röhrchen, konisch; 15 und 50 ml Greiner Bio One 
PowerPac 200 Bio-Rad 
Reaktionsgefäße, 0,2 ml für die PCR Carl Roth 
Reaktionsgefäße, 1,5 und 0,65 ml Carl Roth 
Reaktionsgefäße, 2 ml Carl Roth 
Ritips®professional (Dispenser-Tips), 10 ml Ritter Medical Care 
Safelock® Tubes, 1,5 ml Eppendorf 
Spritzenfilter, Porengröße 0,25 µm, steril Carl Roth 
Sterilbank, HeraSafe Thermo Fisher 
Tecan Infinite 200 Reader Tecan Group Ltd. 
Tischzentrifuge BioFuge Fresco Heraeus 
Transblot SD, Semi-Dry transfer cell Bio-Rad 
UV-Transluminator MWG-Biotech 
Vaccuum Concentrator Bachofer 
Vortexer ReaxTop Heidolph 
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Gerät/Werkzeug Hersteller 
Waage BP3100P Sartorius 
Wasserbad GFL 
Zellkulturflasche, 25 und 75 cm², Schräghals Greiner Bio One 
Zellkulturschale, Ø 10 cm Greiner Bio One 
2.3 Lösungen 
Tabelle 9: Für diese Arbeit hergestellte Lösungen. 
Lösung Zusammensetzung 
Alginatlösung 1,2% (w/v) Alginat in 0,9% NaCl 
Alginat-Lysepuffer 150 mM NaCl und 55 mM Natriumcitrat, pH 6,8 
Blockmilch 1x TBS, 5% (w/v) Magermilchpulver, 1% (w/v) BSA und 
0,02% (w/v) Thimerosal [4°C] 
CaCl2-Puffer 100 mM CaCl2 
Chondrozytenmedium DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% HEPES, 
0,31 mM Ascorbinsäure, 2,0 mM Prolin und 1% ITS 
Chondrozyten-Detachment-
Puffer 
Chondrozytenmedium mit 1 mg/ml Kollagenase 2 und 
1 mg/ml Pronase 
DNA-Probenpuffer 30% Glycerol, 0,1 M Na2EDTA, 1% (w/v) SDS und 0,25% 
(w/v) Bromphenolblau 
DMMB-Lösung 0,8 mg DMMB in 0,25 ml Ethanol lösen, Zugabe von 0,1 ml 
Ameisensäure und 0,1 g Natriumformiat, auf 50 ml mit 
Aqua dest. auffüllen [dunkel] 
DNA-Standard 100 ng/µl Kalbsthymus DNA in 1x PBS 
Essigsäure 1% Eisessig 
ε-Puffer 40 mM ε-Aminocapronsäure, 25 mM Tris-Base und 20% 
Methanol, pH 9,4 
FACS-Puffer 1x PBS, 5 g/l BSA und 1 g/l Natriumazid 
Glukosaminoglykan-Standard 1 mg/ml Chondroitin-6-sulfat in Natriumacetat-Puffer 
[-20°C] 
Hoechst-Stocklösung 1 mg/ml Hoechst 33258 [4°C, dunkel] 
Hoechst-Färbepuffer 0,1 µg/ml Hoechst 33258 in 1x TEN Puffer [frisch ansetzen] 
HT-Puffer 300 mM Tris-Base und 20% Methanol, pH 10,4 
Kanamycin-Lösung 300 mg/ml Kanamycin 
Knorpelverdau-Puffer 30 mg/ml Kollagenase 2 in 1x PBS 
Kristallviolett-Färbelösung 0,05% (w/v) Kristallviolett 
Laufpuffer 0,25 M Tris-Base, 1% SDS und 1,92 M Glycerin 
LT-Puffer 25 mM Tris-Base und 20% Methanol, pH 10,4 
Natriumacetat-Puffer 0,05 M Natriumacetat, pH 6,8 
NZY+ broth Medium 10 g/l Pepton (aus Casein), 5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l 
NaCl; nach dem Autoklavieren Zugabe von 12,5 mM 
MgCl2, 12,5 mM MgSO4, 20 mM Glukose 
NZY+ broth/ Kanamycin 100 ml NZY+ broth mit 10 mg/ml Kanamycin 
Papainverdaupuffer, 2x 10 mM L-Cysteinhydrochlorid, 10 mM Na2EDTA und 
250 µg/ml Papain [-20°C] 
Paraformaldehyd-Puffer (PFA) 4% Paraformaldehyd in 1x PBS, pH 7,4 
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Lösung Zusammensetzung 
PBS, 10x 80 g/l NaCl, 2 g/l KCl, 14,4 g/l Na2HPO4 und 2,4 g/l KH2PO4 
1x PBS auf pH 7,4 einstellen 
Protein-Probenpuffer, 5x 312,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% (w/v) SDS, 325 mM DTT, 
4 g/L Bromphenolblau und 50% (w/v) Glycerol 
RIPA Puffer 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% (w/v) NP-40, 
0,5 % (w/v) Na-Desoxycholat und 0,1% (w/v) SDS [filtrie-
ren, 4°C] 
RIPA complete 10 ml RIPA Puffer mit 1 mM DTT, 1 mM Na3VO4, 40 mM β-
Glycerophosphat und 1 complete Tablette [-20°C] 
SOC-Medium A 5 g Hefeextrakt, 20 g Trypton, 0,6 g NaCl, 0,2 g KCl, 
20 g Glucose in 950 ml Wasser lösen und autoklavieren 
SOC-Medium B 20,33 g MgCl26H2O und 24,65 g MgSO4 in 100 ml Wasser 
lösen und autoklavieren 
SOC-Medium 950 ml SB-Medium mit 10 ml SOC-Medium B 
SB-Medium A 12 g Pepton aus Casein, 24 g Hefeextrakt und 4 ml Glyce-
rin in 950 ml Wasser lösen und autoklavieren 
SB-Medium B 4,6 g KH2PO4  und 32,9 g K2HPO4 in 100 ml Wasser lösen 
und autoklavieren 
SB-Medium 950 ml SB-Medium A mit 50 ml SB-Medium B 
TAE-Puffer, 50x 242 g/l Tris-Base, 57,1 ml/l Eisessig und 37,2 g/l Na2EDTA 
TBS-Puffer, 10x 0,5 M Tris-Base und 1,5 M NaCl, pH 7,4 
TEN-Puffer 100 mM Tris-Base, 1 mM Na2EDTA und 0,1 mM NaCl, 
pH 7,4 
Tris-HCl 50 mM Tris Base, pH 8.0 
Tris-HCl (Sammelgel) 1 M Tris Base, pH 6,8 
Tris-HCl (Trenngel) 1 M Tris Base, pH 8,9 
Waschpuffer 1x TBS, 0,1% (w/v) BSA, 0,05% Tween 20 und 
0,02% (w/v) Thimerosal 
 
2.4 PCR- und TaqMan-Primer 
Tabelle 10: PCR-Primer 
Bezeichnung Sequenz 
Sal I Forward (SalF) 5’-NNN NNG GAT CCA TGG CGG CCA TCC GCA AG-3’ 
Hind III Reverse (HindR) 5’-CAA GGT GCT ATG AGG GCC GCG TCG ACN NNN N-3’ 
RhoB 2 Forward (2F2) 5’-GTG GGA CAC GGC GGG CCA-3’ 
RhoB 2 Reverse (2R2) 5’-GACGTC ATT CTC ATG TGC TT-3’ 
RhoB 3 Forward (3F2) 5’-CTG CGC AGC GAC GAG CAT GT-3’ 
RhoB 3 Reverse (3R2) 5’-AAG CAG GAA CCC GTG CGC A-3’ 
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Tabelle 11: TaqMan gene expression assays (20x Mix von Primern und Sonde) von Applied Biosystems 
Bezeichnung Gen Bestellnr. 
ACAN Aggrecan Hs00153936_m1 
ADAMTS5 ADAMTS5 Hs00199841_m1 
COL2A1 Kollagen Typ 2, pro-alpha 1 Hs01060345_m1 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase Hs99999905_m1 
IL7 Interleukin 7 Hs00174202_m1 
MMP3 Matrix-Metalloproteasen 3 Hs00968305_m1 
MMP13 Matrix-Metalloproteasen 13 Hs00942589_m1 
SDC4 Syndekan 4 Hs00161617_m1 
TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinases 1 Hs00171558_m1 
TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinases 3 Hs00165949_m1 
TNC Tenascin C Hs01115665_m1 
2.5 Expressionsvektoren und Adenoviren 
Tabelle 12: Gekaufte und in der Arbeitsgruppe hergestellte Vektoren 
Bezeichnung Promotor Markergen Größe [kb] Hersteller 
pAdTrack CMV RhoB CMV GFP   9,8 S. Mahr, AG Müller-Hilke 
pmaxCloning CMV GFP   2,9 Lonza 
pmaxCloning RhoB CMV GFP   3,4 eigene Herstellung  
pAdEasy-1 CMV GFP 33,5 Agilent Technologies 
pAdEasy1 RhoB CMV GFP 36,1 eigene Herstellung 
 
 
Abbildung 6: Schematische Dartstellung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide 
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Tabelle 13: rekombinierte Adenoviren 
Bezeichnung Promotor Markergen Hersteller 
AdEGFP (Typ 5) CMV EGFP AG Vektorologie 
AdEGFP/RhoB  CMV EGFP eigene Herstellung 
 
Tabelle 14: Wildtyp Adenoviren und Immunseren, bereitgestellt von der 
MHH Hannover, Adenovirusreferenz-Labor, Prof. Heim 
Bezeichnung Spezies 
Kopien 
[1/ml] 
TCID50 
[1/ml] 
Neutralisationstiter 
des Immunserums 
Adenovirus 11 B2 9,3·1011 1,8·109   640 
Adenovirus 34 B2 2,4·1010 1,8·108   640 
Adenovirus 35 B2 1,1·1012 7,5·108   640 
Adenovirus 3 B1 8,8·1011 1,0·1011 2560 
Adenovirus 16 B1 2,5·1010 2,9·105   320 
Adenovirus 21 B1 3,1·1011 5,6·108   320 
2.6 Software 
Tabelle 15: Programme der verschiedenen Hersteller. 
Programm Version Hersteller verwendet für 
CEQ 8800 9.0.25 Beckman Coulter Sequenzierung 
Sequence Detection Systems 
(SDS) 
2.3 Applied Biosystems Realtime RT-PCR 
RQ-Manager 1.2 Applied Biosystems Realtime RT-PCR 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, 
Inc. 
Statistische Auswertung 
XnView 1.95.4 Pierre-e Gougelet Bildbearbeitung 
ClustalX 2.0.10 Conway Institute 
UCD Dublin 
Auswertung der Sequen-
zierungsdaten 
Visual Cloning 2000 2000s Redasoft Darstellung der Plasmide 
WinMDI 2.9 Joseph Trotter Auswertung der FACS-
Daten 
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2.7 Herstellung eines RhoB-Expressionsvektors 
2.7.1 Transformation kompetenter Zellen 
Die Transformation der kompetenten E. coli Zellen XL10-Gold wurde wie in der Arbeitsvor-
schrift des XL10-Gold® Ultracompetent Cells Kits durchgeführt. Durch einen Hitzeschock 
(42°C, 30 Sekunden) konnte die Plasmid-DNA (5 ng) oder ein Ligationsansatz (2 µl) in die 
E. coli Zellen eingebracht werden. Zwischen 50 µl und 100 µl der transformierten Bakterien 
wurden auf Agarplatten mit Selektionsantibiotikum (Kanamycin) ausgestrichen und über 
Nacht im Brutschrank (37°C) inkubiert. 
2.7.2 Validierung der Transformation 
Um zu überprüfen, ob die Transformationen erfolgreich waren, wurden von jedem Trans-
formationsansatz einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplatte in 
eine Starterkultur (3-5 ml NZY+ broth/ Kanamycin) überführt und über Nacht bei 37 °C und 
250 rpm inkubiert. 
2.7.2.1 Plasmidaufreinigung mit der QuickLyse Miniprep-Methode 
Für die Isolierung von Plasmid-DNA zum Screening nach positiven Klonen fand das Kit der 
Firma Qiagen Verwendung. Die Plasmidisolierung von einzelnen Klonen erfolgte mit 2 ml der 
Starterkultur. Wurde die Plasmid-DNA aus Pools von je 4 Klonen isoliert, so wurde pro Klon 
0,5 ml der Starterkultur eingesetzt. Nach Arbeitsvorschrift der Firma wurden die Bakterien 
lysiert und auf eine QuickLyse Säule gegeben. Dort erfolgte die Bindung der Plasmid-DNA an 
die Anionen-Austauscher-Membran. Verunreinigungen wie RNA, Proteine und Kohlenhydra-
te konnten durch Waschschritte entfernt werden. Mit einem Puffer, der eine hohe Salzkon-
zentration hatte, konnte dann die gereinigte Plasmid-DNA von der Säule eluiert werden. Die 
Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit erfolgte am NanoDrop. Bei einer gut ge-
reinigten DNA-Probe lag das Verhältnis der Absorptionen 260/280 nm bei 1,7 oder höher. 
Die Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
2.7.2.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
Die aufgreinigten Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen KpnI und HindIII links und 
rechts von der codierenden DNA des Proteins RhoB geschnitten. Da beide Enzyme in unter-
schiedlichen Puffer arbeiten, wurden die enzymatischen Reaktionen sequenziell durchge-
führt. Im ersten Spaltungsansatz wurden 10 µg DNA mit 10 µl des 10x Puffers KpnI+ und 5 µl 
des Enzyms KpnI (25 U) vermischt, auf ein Gesamtvolumen von 100 µl mit Aqua dest. aufge-
füllt und für 3 Stunden bei 37°C im Schüttler inkubiert. Zur Umpufferung des Systems, für die 
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Spaltung mit der zweiten Restriktionsendonuklease, wurde die DNA durch Zugabe von 100 µl 
Isopropanol und 20 µl 3 M Natrium-Acetat-Puffer gefällt. Die DNA wurde durch Zentrifugati-
on bei 13000 rpm für 15 min pelletiert, der Überstand abgesaugt und das Pellet durch Zuga-
be von 200 µl 70% Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt und der 
Abnahme des Überstandes wurde das DNA-Pellet an der Luft getrocknet (5 Minuten) und in 
85 µl Aqua dest. resuspendiert. Zur DNA wurden 10 µl des 10x Puffers Red und 5 µl des En-
zyms HindIII (50 U) gegeben und bei 37°C für 3 Stunden auf dem Schüttler inkubiert. 1 µl der 
Spaltungsansätze wurden auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen und die Spaltung überprüft. 
2.7.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Verwendung fanden Agarosegele (1 bis 2%, Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer) denen 4 µl Ethidi-
umbromid auf 100 µl Gel zugesetzt wurde. Aufgetragen wurden 1-20 µl der PCR-Produkte, 
der Plasmid-DNAs oder des Spaltungsansatzes, vermischt mit 6x Ladepuffer. Zusätzlich wur-
de ein DNA-Größenstandard aufgetragen. Die Auftrennung der DNA erfolgte durch Anlegen 
einer Spannung von 90 V für bis zu 90 Minuten. Die Banden wurden mit Hilfe eines UV-
Transluminators sichtbar gemacht und mittels einer LCD-Kamera photographiert. 
2.7.3 Ligation von Insert und Plasmidvektor 
2.7.3.1 Plasmidisolierung mit der Qiagen-Methode 
Um ausreichende Mengen des pAdTrackCMV RhoB Plasmids herzustellen wurden, ausge-
hend von zuvor positiv getesteten Klonen, größere Kulturen angeimpft. 3 µl der jeweiligen 
Starterkultur wurden in 30 ml NZY+ broth/ Kanamycin überführt und über Nacht bei 37°C im 
Schüttler bei 250 rpm inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Isolierung der Plasmid-
DNA mit dem Kit QIAfilter Plasmid Midi und dem EndoFree Plasmid Buffer Set der Firma Qi-
agen. 
Wie in der Arbeitsvorschrift beschrieben, erfolgte die Plasmidisolierung aus 30 ml Kulturen. 
Die Bakterien wurden im alkalischen Milieu lysiert und in einem Inkubationsschritt von En-
dotoxinen befreit. Das so entstandene Zelllysat wurde auf eine QIAGEN-tip Säule gegeben. In 
Gegenwart geringer Salzkonzentration band die Plasmid-DNA spezifisch an die Anionen-
Austauscher-Membran, Verunreinigungen wie RNA, Proteine und Kohlenhydrate ließen sich 
durch Waschschritte entfernen. Mit einem Puffer hohe Salzkonzentration konnte die DNA 
von der Säule eluiert werden. In einem weiteren Schritt wurde die DNA aufkonzentriert und 
durch eine Isopropanol-Präzipitation entsalzt. Die DNA-Konzentration und Reinheit wurden 
am NanoDrop bestimmt. Die Plasmid-DNA wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß bei -20°C 
bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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2.7.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten 
Die Plasmide pAdTrackCMV RhoB und pmaxCloning wurden mit den Enzym KpnI und HindIII 
gespalten (s. Kapitel 2.7.2.2) und 1 µl der Spaltansätze wurden auf ein 1,5 % Agarosegel auf-
getragen und die Spaltung überprüft. Zum Aufreinigen des RhoB-Fragments wurde der ge-
samte Spaltansatz auf ein 1,5% Agarosegel aufgetragen und die spezifische RhoB-Bande mit 
einem Skalpell ausgeschnitten. Um die DNA-Fragmente aus dem Agarosegel zu isolieren, 
wurde das QIAEXII Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet. Zuerst wurde 
die Agarose aufgelöst und danach die DNA an die QIAEX II Kieselgelpartikel in Gegenwart 
chaotropischer Salze selektiv gebunden. Verunreinigungen wie Agarose und Salze konnten in 
verschiedenen Waschschritten entfernt werden. Zum Eluieren der DNA wurden 20 µl Wasser 
verwendet. Um die Ausbeute an DNA im Eluat zu erhöhen, wurde die eluierte DNA erneut 
mit den Kieselgelpartikeln inkubiert und zentrifugiert. Das Eluat wurde in ein neues 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Zur Überprüfung der 
Extraktion wurden 1 µl des Eluats auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. 
Die Ligation des RhoB-Fragments mit dem geschnittenen pmaxCloning Vektor erfolgte mit 
der T4 DNA Ligase, welche die Formation der Phosphodiesterbindungen zwischen den 5‘-
Phosphat- und 3‘-Hydroxylenden katalysierte.  
Der Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 
  2,0 µl 10 x Ligationspuffer 
13,6 µl RhoB-Fragment 
  0,5 µl T4 DNA Ligase (5 U/µl) 
  1,0 µl geschnittenes Plasmid (0,5 µg) 
  3,4 µl H2O 
 
Nach einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Ligase inaktiviert (65°C 
für 10 Minuten), die kompetenten XL-10 Gold E. coli Zellen mit dem Ligationsmix transfor-
miert und die Bakterien auf Agarplatten mit Selektionsantibiotikum ausgestrichen. Die Kultur 
erfolgte bei 37°C und die Vailidierung der Transformation erfolgte wie in Kapitel 2.7.2 be-
schrieben. Wurde nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen ein positiver Pool ge-
funden, erfolgte die Validierung für jeden einzelnen Klon des Pools wie oben beschrieben. 
Von einem validierten Klon wurde mit der Qiagen-Methode (s. Kapitel 2.7.3.1) eine größere 
Menge Plasmid-DNA isoliert. 
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2.8 Herstellung von RhoB-Adenoviren 
Für die Herstellung eines Adenovirus mit dem RhoB-Insert wurde neben einem Plasmid mit 
dem Genom des humanen Adenovirus 5 Serotyps ohne E1 und E3 (pAdEasy1 Vektor, Ampi-
zillin-Resistenz) auch ein Plasmid mit dem RhoB-Insert (pAdTrack CMV RhoB, Kanamycin-
Resistenz) benötigt. 
Um die beiden Arme für die homologe Rekombination des pAdTrackCMV RhoB Plasmids 
freizulegen, wurde dieses mit PmeI linearisiert. Nun konnte die Rekombination mit dem pA-
dEasy1 Plasmid erfolgen. Dies geschah durch Transfektion beider Plasmide in Zellen des 
E. coli Stamms BJ5183. Nach erfolgreicher homologer Rekombination verlor das nun ent-
standene Plasmid pAdEasy1-RhoB seine Ampizillin-Resistenz und trug nur noch die Ka-
namycin-Resistenz. Um einen Klon mit rekombiniertem Plasmid zu isolieren, mussten viele 
Klone nach der Selektion auf Kanamycin-haltigen Agarplatten isoliert und durch Spaltung mit 
Restriktionsenzymen untersucht werden. War ein solcher Klon gefunden, musste er zur wei-
teren DNA-Gewinnung in einen rekombinationsdefizienten E. coli Stamm (XL10-Gold) ret-
ransformiert werden. Die nach der DNA-Aufreinigung gewonnenen Plasmide wurden zuerst 
mit PacI linearisiert und konnten dann zur Virusproduktion in HEK293 Zellen durch Transfek-
tion eingebracht werden. Durch wiederholte Infektion von HEK293 Zellen mit den RhoB-
Adenoviren konnte ein Virus-Stock angelegt und für die Transduktionsversuche verwendet 
werden. Um sicher zu stellen, dass die produzierten Adenoviren das RhoB-Insert trugen und 
zu einer Expression des RhoB-Proteins führten, wurden die Sequenz und die Proteinexpres-
sion nach Transduktion von HEK293 und HL1299 Zellen überprüft. 
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2.8.1 Herstellung des pAdEasy1-RhoB Plasmids 
In einem ersten Schritt wurden 20 µg des pAdTrackCMV RhoB Plasmid mit 50 U PmeI, wie in 
Kapitel 2.7.2.2 beschrieben, mit dem in Tabelle 6 angegebenen Puffersystem linearisiert und 
der gesamte Ansatz in einem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Das linearisierte Plasmid wurde 
aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit aufgereinigt. 
 
Abbildung 7: Linearisierung des pAdTrack CMV RhoB Plasmids zur Homologen Rekombination. Modifiziert 
nach Herstellerangaben [AdEasy™ Adenoviral Vector System, Agilent Technologies] 
Für die homologe Rekombination wurden 40 µl der elektrokompetenten E. coli Zellen des 
Stamms BJ5183 auf Eis aufgetaut, mit 100 ng pAdEasy-1 DNA und 1,5 µg linearisiertem 
pAdTrack CMV RhoB Plasmid vermischt und in eine Elektroporationsküvette überführt. Nach 
erfolgter Elektroporation bei 1,80 kV wurden 500 µl SOC-Medium zugegeben und der Ansatz 
für 1h bei 37°C geschüttelt. Der komplette Ansatz wurde anschließend auf eine Kanamycin-
haltige Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 37°C kultiviert. Zur Überprüfung der er-
folgreichen Rekombination wurden einzelne Klone (BJ-Klone) in SB-Medium überführt und 
die Plasmid-DNA nach Übernachtkultur mit der Miniprep-Methode isoliert und anschließend 
mit der Restriktionsendonuklease HindIII geschnitten. Anschließend erfolgte die Überprü-
fung im Agarosegel. BJ-Klone, welche durch ein spezifisches Bandenmuster als positiv getes-
tet wurden, wurden in den rekombinationsdefizienten E. coli Stamm XL-10 Gold retransfor-
miert. Die Bakterien eines Transformationsansatzes wurden auf Kanamycin-haltigen Agar-
platten ausplattiert und je 4 Klone (BJ-x Klone) in SB-Medium vermehrt. Nach der Spaltung 
mit der Restriktionsendonuklease HindIII und anschließender Gelelektrophorese konnten die 
homolog rekombinierten BJ-x Klone bestimmt werden. Von diesen wurde die Plasmid-DNA 
isoliert (s. Kapitel 2.7.2.1). 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Homologen Rekombination zur Herstellung des rekombinanten 
RhoB-Adenovirus Vektors. Das linearisierte pAdTrack CMV RhoB Plasmid wurde zusammen mit dem pAdEasy-1 
Plasmid in den E. coli BJ5183 Stamm eingebracht. Bei einer erfolgreichen homologen Rekombination besaß das 
AdEasy1-RhoB Plasmid nur noch die Kanamycinresistenz. Modifiziert nach Herstellerangaben [AdEasy™ Adeno-
viral Vector System, Agilent Technologies] 
2.8.2 Produktion von Adenoviren 
Die Linearisierung der BJ-x Klone wurde mit 10 µg Plasmid-DNA und 20 U PacI (s. Kapitel 
2.7.2.2) durchgeführt. 
 
Abbildung 9: Linearisierung des rekombinierten RhoB-Adenovirus Vektors zur Virusproduktion. Modifiziert 
nach Herstellerangaben [AdEasy™ Adenoviral Vector System, Agilent Technologies] 
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2.8.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Die Aufreinigung des Spaltungsansatzes erfolgte mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion. 
Dafür wurde der Spaltungsansatz auf 400 µl mit Aqua dest. aufgefüllt und das gleiche Volu-
men Phenol:Chloroform:IAA zugegeben. Nachdem für 10 Sekunden auf dem Vortexer ge-
mischt wurde, erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm und 4°C für 10 min. Die 
obere Phase mit der linearisierten DNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 
400 µl Phenol:Chlorofom:IAA versetzt und gemischt. Nach dem erneuten Zentrifugieren 
wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit Natriumacetat (Endkon-
zentration 0,3 M) versetzt, nach Zugabe von 1 ml absolutem Ethanol gemischt und für 
20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz für 30 Minuten zentrifugiert 
und die DNA pelletiert. Das DNA-Pellet wurde einmal mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und 
nach erneuter Zentrifugation in 20 µl TE-Puffer resuspendiert. 
2.8.2.2 Transfektion mit dem Effectene Transfection Reagent 
Die Transfektion der HEK293 Zellen erfolgte in Doppelansätzen in 6 cm Schalen. Dafür wur-
den 10 µg der aufgereinigten AdEasy1-RhoB Plasmid-DNA mit 150 µl Puffer EC versetzt und 
nach Zugabe von 8 µl der Enhancer Lösung für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach Zugabe von 25 µl Effectene und erneuter Inkubation wurde 1 ml Medium zu den An-
sätzen gegeben. Diese Lösung wurde dann auf die 70-80 % konfluenten HEK293 Zellen ge-
tropft und bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 
2.8.2.3 Vermehrung der AdEGFP/RhoB Adenoviren in HEK 293 Zellen 
Die Produktion der AdEGFP/RhoB Adenoviren in den HEK 293 Zellen führte zur Zerstörung 
ebendieser und es bildeten sich große Lücken im Zellrasen (nach 7-10 Tagen). Zu diesem 
Zeitpunkt konnten die Zellen mit einem Zellschaber von der Oberfläche gelöst und in ein 
15 ml Röhrchen überführt werden. Anschließend wurden die Zellen bei 1200 rpm und 4°C 
für 10 Minuten pelletiert, das Zellpellet in 2 ml PBS (+Mg/+Ca)/ 10% Glycerin resuspendiert, 
und die Zellen durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen im Wasser-
bad aufgeschlossen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt befanden sich die produ-
zierten Adenoviren im Überstand. Dieser wurde zu den Zellen in einer neuen 6 cm Schale 
gegeben. Nach einigen Tagen ist der Cytopathische Effekt, das Abkugeln und Ablösen der 
Zellen, deutlich sichtbar und die Zellen konnten erneut durch wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen aufgeschlossen werden. Der Überstand nach dem Aufschließen wurde bei -80°C 
für eine weitere Adenovirusproduktion gelagert (Kennzeichnung mit „3. Runde“). Um eine 
große Menge Adenovirus herzustellen, wurden acht 15 cm Schalen mit HEK293 Zellen mit je 
10 µl des Adenvirus der „3. Runde“ infiziert und bis zum Cytopathischen Effekt kultiviert. Die 
Zellen wurden geerntet und die Zellpellets von acht Schalen wurden in 1 ml der 
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PBS(+/+)/Glycerin-Lösung resuspendiert und wie oben beschrieben aufgeschlossen. Der 
Überstand wurde mit High Titer (AdEGFP/RhoB) gekennzeichnet und bei -80°C gelagert. 
 
Abbildung 10: Ablauf der Adenovirusproduktion in HEK293 Zellen von der Transfektion bis zum High-Titer. 
Zellen die Adenovirus produzieren sind grün dargestellt, da diese im Fluoreszenzmikroskop als grün-
fluoreszierende Zellen auf Grund der GFP-Produktion zu erkennen sind. 
2.8.3 Validierung der produzierten Adenoviren 
Die Überprüfung der produzierten rekombinierten RhoB-Adenoviren erfolgte auf DNA- und 
auf Proteinebene. Dafür wurden zwei 6 cm Schalen mit HEK293 und H1299 Zellen mit je 1 µl 
der Adenoviren der „3. Runde“ infiziert und die Zellen nach 72 Stunden geerntet. Eines der 
beiden Zellpellets wurde zur DNA-Isolierung verwendet, das andere zur Zelllyse für den Pro-
teinnachweis. Mit der isolierten DNA erfolgte der Nachweis des RhoB-Inserts in der PCR und 
die Sequenzierung des RhoB-Inserts. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE nach Größe ge-
trennt und im Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen. Mittels Immuno-
detektion mit spezifischen Antikörpern erfolgte der Nachweis des RhoB-Proteins. Sowohl für 
die Protein- als auch für die DNA-Überprüfung wurden geeignete Kontrollen mitgeführt. 
2.8.3.1 Nachweis der Produktion von RhoB-Protein im Western Blot 
2.8.3.1.1 Proteinisolierung 
Für die Lyse der Zellen wurde das Zellpellet in 300 µl RIPA complete resuspendiert und für 
15 Minuten auf Eis inkubiert. Zum Pelletieren unlöslicher Zellbestandteile erfolgte ein Zentri-
fugationsschritt bei 10.000 rpm und 4°C für 5 Minuten. 
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Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Bradford Assay wurde eine BSA-Standardreihe 
angesetzt. Dafür wurden die in Tabelle 16 aufgeführten Ansätze benötigt. 
Tabelle 16: BSA-Standardreihe für den Bradford Assay 
BSA-Gehalt, µg BSA-Stock, µl RIPA complete, µl Aqua dest., µl 
0,0 0 2 798 
0,5 5 2 793 
1,0 10 2 788 
2,0 20 2 778 
4,0 40 2 758 
6,0 60 2 738 
8,0 80 2 718 
10,0 100 2 698 
 
Zur Bestimmung des Proteingehalts der Proben wurde 1-5 µl des Überstandes in ein Reakti-
onsgefäß gegeben und auf 800 µl mit Aqua dest. aufgefüllt. Anschließend wurden 200 µl des 
Bradford Reagenz zu allen Standards und Proben gegeben, gevortext, anzentrifugiert und 
nach Ablauf von 5 Minuten Inkubation in Küvetten überführt. Die Absorptionsmessung er-
folgte am Photometer SmartSpec 3000 mit dem Programm „Bradford“. Alle Ansätze wurden 
in Triplikaten durchgeführt. 
2.8.3.1.2 SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion 
Von jedem zu untersuchenden Zelllysat wurden 20-50 µg Gesamtprotein mit Probenpuffer 
versetzt, so dass eine Verdünnung des Probenpuffers von 1:5 erfolgte. Vor dem Auftragen 
auf das SDS-Gel wurden alle Proben für 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Zur späteren Be-
stimmung der Bandengrößen bei der Immunodetektion wurden 6 µl Größenmarker, mar-
kiert bzw. unmarkiert, mitgeführt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem diskonti-
nuierlichen Lämmli-Gel mit einem 4,5 % Sammelgel und einem 10 bzw. 12 % Trenngel. 
Tabelle 17: Zusammensetzung der Lämmli-Gele für den RhoB-Nachweis. 
Die mit * markierten Reagenzien wurden erst kurz vor dem Gießen des Gels 
zugegeben, um eine zu frühe Polymerisation zu verhindern. 
Reagenz Trenngel 12 % Sammelgel 4,5 % 
Acrylamid/Bis-Acrylamid [ml] 8 1,50 
Tris/HCl (Sammelgel) [ml]  1,25 
Tris/HCl (Trenngel) [ml] 8  
Aqua dest. [ml] 4 7 
10% SDS [µl] 216 100 
10% APS [µl] * 160 100 
TEMED [µl] * 20 10 
 
Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-VE Kammer bei 200 V und 30 mA (konstant) 
durchgeführt. Nachdem die Bromphenolfarbfront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde 
der Lauf beendet und die Proteine des Gels im Western Blot auf eine zuvor mit Isopropanol 
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aktivierte PVDF Membran geblottet. Für den Semi-Dry Blot im TransBlot SD wurde der in 
Abbildung 11 dargestellte Sandwichaufbau verwendet. 
 
Abbildung 11: Sandwichaufbau im Western Blot. 
Nach zwei Stunden bei 25 V wurde der Blot gestoppt und die Membran in Ponceau S gefärbt, 
anschließend getrocknet und eingescannt. Dies ermöglichte einen ersten Überblick über die 
Qualität des Blottens und bot die Möglichkeit, die Banden des ungefärbten Größenstandards 
auf der Membran zu markieren. Um bei der Immunodetektion unspezifische Antikörperbin-
dungen an die Membranoberfläche zu vermeiden, wurde die Membran nach dem erneuten 
Aktivieren mit Isopropanol, in Blockmilch über Nacht bei 4°C geblockt. Am nächsten Tag 
wurde die Membran für zwei Stunden im primären Antikörper (verdünnt in Blockmilch) auf 
dem Schüttler bei Raumtemperatur geschwenkt. Um ungebundenen Antikörper wieder von 
der Membran zu waschen, erfolgten vier fünfminütige Waschschritte mit Waschpuffer. An-
schließend wurde die Membran für eine Stunde mit dem sekundären, biotinylierten Antikör-
per (verdünnt in Blockmilch) geschwenkt. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer wurde 
die Membran für eine Stunde mit Streptavidin-POX (verdünnt in Blockmilch) geschwenkt. 
Nach einem letzten Waschschritt wurde das Chemilumineszenz-Substrat zur Membran ge-
geben und für 5 Minuten im Dunkeln geschwenkt. Um beim späteren Auflegen von Röntgen-
filmen eine Benetzung derselben zu vermeiden, wurde die Membran in Folie eingeschweißt. 
In einer Filmkassette wurden im Dunkelraum lichtsensitive Filme aufgelegt. Nach verschie-
denen Belichtungszeiten wurden die Filme entwickelt und auf ausreichende Signalstärke 
überprüft. Die Belichtungszeiten lagen bei GAPDH zwischen 5 und 30 Sekunden, bei den an-
deren Proteinen zwischen Minuten und Stunden. 
Tabelle 18: Verdünnung der verwendeten Antikörper 
Antikörper Verdünnung Proteingewicht 
RhoB 1:200 25 kDa 
GAPDH 1:5.000 37 kDa 
Maus IgG + IgM*Biotin 1:10.000  
Kaninchen IgG*Biotin 1:20.000  
Steptavidin*POX 1:10.000  
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2.8.3.2 Überprüfung des RhoB-Inserts auf DNA-Ebene 
2.8.3.2.1 DNA-Isolierung 
Das Zellpellet wurde in 300 µl PBS resuspendiert und die DNA-Isolierung erfolgte durch Phe-
nol-Chloroform-Extraktion (s. Kapitel 2.8.1). Das DNA-Pellet wurde in 50 µl TE-Puffer resus-
pendiert und am NanoDrop vermessen.  
2.8.3.2.2 RhoB-PCR 
Zum Nachweis des RhoB-Inserts in den produzierten RhoB Adenoviren erfolgte die Amplifi-
kation der folgenden, verschieden großen Teile des Inserts: 
Tabelle 19: Primerkombinationen für den Nachweis des RhoB-Inserts 
Bezeichnung Primerkombination Fragmentgröße 
C 2F2 + 3R2 251 bp 
D SalF + HindR 621 bp 
E SalF + 2R2 261 bp 
F SalF + 3R2 431 bp 
G 2F2 + HindR 439 bp 
H 3F2 + HindR 249 bp 
 
 
Abbildung 12: Lage der verwendeten Primer in der Sequenz des RhoB-Inserts. 
Die PCR-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen: 
12,5 µl 2x High Fidelity MasterMix 
0,3 µl Forward Primer, 50 µM 
0,3 µl Reverse Primer, 50 µM 
200 ng DNA 
 Aqua dest. auf 25 µl 
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Die PCR-Reaktion wurde im AB 7900 mit dem folgenden Temperaturprofil durchgeführt: 
95°C 10 min  
95°C 45 sek. 
40x 65°C 45 sek. 
72°C 45 sek. 
72°C   5 min  
  4°C ∞  
 
Zur Überprüfung der PCR-Reaktion wurden 2 µl des PCR-Ansatzes mit 2 µl 2x Ladepuffer ge-
mischt und auf einem 1% Agarosegel aufgetragen. 
2.8.3.2.3 Sequenzierung des RhoB-Inserts 
Um bei der Sequenzierung möglichst den gesamten Bereich des RhoB-Inserts abzudecken, 
erfolgte diese mit den PCR-Fragmenten „F“ und „G“. Diese wurden mit dem QIAquick PCR 
Purification Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution der aufgereinigten PCR-
Fragmente erfolgte in 30 µl EB-Puffer. 2 µl des Eluats wurden auf einem 2 % Agarosegel mit 
verschieden stark verdünnten Größenmarkern aufgetragen, um den DNA-Gehalt abschätzen 
zu können. 
Für die Sequenzierung nach Sangers Kettenabbruchmethode wurde das Quick Start Kit von 
Beckman Coulter verwendet. Bei einer Fragmentgröße von ≈ 450 bp wurden 15 ng des auf-
gereinigten PCR-Produkts in der Reaktion eingesetzt. Vor dem Ansetzen der Sequenzierungs-
reaktion erfolgte die Denaturierung des PCR-Produktes mit dem für die Reaktion benötigten 
Wasser bei 65°C für 5 min. Die Sequenzierung wurde im folgenden Ansatz durchgeführt: 
15 ng PCR-Produkt (F bzw. G) 
1,5 µl 3,2 µM Primer (SalF, 2R2, 2F2 oder HindR) 
4 µl DTCS Quick Start Master Mix 
 Aqua dest. auf 10 µl 
 
Die Reaktion erfolgte im AB 7900 mit dem folgenden Temperaturprofil: 
95°C 20 sek. 
35x 50°C 20 sek. 
60°C   4 min 
  4°C ∞  
 
Die bei der Kettenabbruchmethode nach Sanger erhaltenen DNA-Stücke wurden nach Her-
stellerangaben mit einer Ethanolfällung gereinigt und anschließend in 30 µl SLS Lösung re-
suspendiert. Nach Überführung in eine für den Sequenzierer geeignete Platte wurden die in 
SLS-Lösung resuspendierten DNA-Pellets mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet und in 
den CEQ 8800 Sequenzierer geladen und ausgewertet. Der Vergleich mit der Originalsequenz 
erfolgte im Programm ClustalX. 
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2.9 Zellkultur 
2.9.1 Anzucht und Passagieren von Zelllinien 
Tabelle 20: Zelllinien mit dem dazugehörigen Medium. 
Zelllinie Medium Zusätze 
HEK293 Humane embryonale Nieren Zelllinie, 
transformiert mit Adenovirus 5 
RPMI+GlutaMAX 10 % FCS 
1 % Pen/Strep 
H1299 Humane Lungen Adenokarzinoma Zellli-
nie 
RPMI+GlutaMAX 10 % FCS 
1 % Pen/Strep 
A549 Humane Lungenkarzinoma Zelllinie DMEM+GlutaMAX 5 % FCS 
1 % Pen/Strep 
 
Die Kultur der Zelllinien (Tabelle 20) erfolgte im Brutschrank mit 37°C und 5% CO2. Die Kultur 
der H1299 Zellen wurde in der AG Vektorologie durchgeführt. Die Erhaltungskultur der A549 
und HEK293 Zellen erfolgte in T75 Flaschen. Bei ≈ 80 % Konfluenz wurden die Zellen trypsini-
ert und auf 3 Flaschen aufgeteilt (passagiert). Für die Transduktion von H1299 und HEK293 
Zellen mit dem RhoB Adenovirus wurden 4·105 Zellen pro Vertiefung einer 6-well Platte aus-
gesät. 
2.9.2 Isolierung primärer Chondrozyten 
2.9.2.1 Chondrozyten aus dem Kniegelenkknorpel 
Die für die Transfektionsversuche verwendeten Chondrozyten wurden aus dem artikulären 
Knorpel des Kniegelenks isoliert. Zuerst wurden die Knorpelstücke in 1 mm³ Stücke geschnit-
ten, für 15 min in 5 ml Trypsin angedaut und anschließend unter Schütteln bei 37°C in Knor-
pelverdaupuffer inkubiert. Nach 16 h enzymatischem Verdaus der Extrazellulärmatrix wurde 
die Einzelzellsuspension über ein 40 µm Zellsieb in ein neues 50 ml Röhrchen filtriert. Nach 
Zentrifugation bei 1200 rpm für 5 min wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 
5 ml frischem Chondrozytenmedium resuspendiert und die Zellzahl mittels Neubauerzähl-
kammer bestimmt. 
2.9.2.2 Chondrozyten aus dem Knorpel des Femurkopfes 
Die für die Transduktionsversuche verwendeten Chondrozyten wurden aus dem artikulären 
Knorpel des Femurkopfes isoliert. Nachdem der Knorpel vom Femurkopf mit einem Skalpell 
abgetragen wurde, erfolgte die Aufarbeitung wie beim Kniekgelenkknorpel. 
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2.10 Transfektion von Chondrozyten 
Ein schematischer Überblick über die einzelnen Schritte von der Knorpelaufarbeitung über 
die Transfektion bis hin zur anschließenden Analytik ist in Abbildung 13 dargestellt. 
 
Abbildung 13: Schematische Darstellung der Arbeitsabläufe der Transfektion 
Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Chondrozyten in eine 75 cm² Zellkulturflasche 
überführt und bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz (8 bis 12 Tage) 
wurden das alte Medium abgesaut und 10 ml Chondrozyten-Detachment-Medium zu den 
Zellen gegeben. Dieses bewirkte nicht nur das Ablösen der Zellen, sondern auch den Abbau 
der Extrazellulärmatrix als Vorraussetzung zur Transfektion. Nach 3 bis 5 Stunden bei 37°C 
hatten sich die Zellen abgelöst und es konnte die Zellzahl mit der Neubauerzählkammer be-
stimmt werden. 
Für jeden Transfektionsansatz wurden 0,5 – 1106 Zellen benötigt. Die Zellsuspension wurde 
auf 3 Reaktionsgefäße aufgeteilt, durch Zugabe von 500 µl PBS gewaschen und bei 3500 rpm 
in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstandes wurden die Zel-
len in 100 µl Chondrocyte Nukleofector Solution resuspendiert und entsprechend den Ansät-
zen wurden keine DNA, 5 µg pmaxGFP oder 5 µg pmaxCloning RhoB hinzugegeben. Jede 
Suspension wurde in eine Amaxa Küvette überführt und mit dem Programm U-028 behan-
delt. Nach der Transfektion wurde mittels Pasteurpipette 500 µl warmes Medium (20 % Se-
rum) zu den jeweiligen Zellen gegeben, die Zellsuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß über-
führt, entsprechend dem Versuchansatz auf Zellkulturplatten aufgeteilt und in Chondrozy-
tenmedium mit 20 % Serum kultiviert. Das Gesamtvolumen pro Vertiefung betrug dabei 
2 ml. 
Nach 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit Chondrozyten-Detachment-
Medium abgelöst und die Zellsuspension in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einem 
Zentrifugationsschritt konnte der Überstand verworfen und das Zellpellet in 300 µl Annexin-
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V-Bindepuffer resuspendiert werden. Auf vier 1,5 ml Reaktionsgefäße wurden je 75 µl der 
Zellsuspension aufgeteilt und verschiedene Färbungen durchgeführt.  
Zum ersten Ansatz, für die Bestimmung der toten Zellen, wurden zur Zellsuspension 5 µl 
7AAD gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 
durch Zugabe von 200 µl PFA-Puffer für 15 Minuten fixiert. Nach Zentrifugation bei 3500 rpm 
für 5 Minuten wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 200 µl FACS-Puffer re-
suspendiert. 
Zum zweiten Ansatz, für die Bestimmung der apoptotischen Zellen, wurden 5 µl AnnexinV:PE 
zur Zellsuspension gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte die Fixierung wie beim ersten Ansatz. 
Zum dritten Ansatz, als ungefärbte Kontrolle, wurden die Zellen wie beim ersten Ansatz fi-
xiert und nach der Zentrifugation mit 200 µl 90 % Methanol für 15 Minuten permeabilisiert. 
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Zellpellet in 200 µl FACS-Puffer resuspendiert. 
Zum vierten Ansatz, für die Bestimmung der RhoB-exprimierenden Zellen, wurden die Zellen 
wie im dritten Ansatz fixiert und permeabilisiert. Zu den resuspendierten Zellen wurden 
10 µl α-RhoB:PE gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 
weiteren Zentrifugation wurde das Zellpellet in 200 µl FACS-Puffer resuspendiert. 
Die verschiedenen Ansätze wurden im Durchflusszytometer analysiert. 
2.11 Transduktion mit Adenoviralen Vektoren 
2.11.1 Chondrozytentransduktion 
Zur Untersuchung des Einflusses einer Adenovirusinfektion auf die Matrixproduktion von 
Chondrozyten wurden diese mit dem 10- oder 50-fachen an Adenoviruspartikeln (AdEGFP; 
Adenovirus 35) inkubiert (multiplicity of infection (MOI) von 10 oder 50). Die Inkubation er-
folgte für 30 Minuten bei 37°C und 5 % CO2. Eine unbehandelte Kontrolle wurde bei allen 
Versuchen mitgeführt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ein Zehntel der Zellsuspension 
in eine 12 well Platte überführt (nur bei AdEGFP). Diese Zellen wurden adhärent und es 
konnte über den gesamten Kulturzeitraum die GFP-Expression der transduzierten Chondro-
zyten verfolgt werden. Die restliche Zellsuspension wurde direkt in 3D-Kultur überführt. 
2.11.1.1 Monolayerkultur 
Die Chondrozyten wurden in den 12-well-Platten bis zur Konfluenz kultiviert und dann in 6-
well-Platten umgesetzt. Nachdem in diesen ebenfalls Konfluenz erreicht war, wurden die 
Chondrozyten in T75-Zellkulturflaschen umgesetzt und erneut bis zur Konfluenz kultiviert. 
Nach dieser Expansion der dedifferenzierten Chondrozyten wurden diese geerntet und zum 
Redifferenzieren in die 3D-Kultur überführt. 
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2.11.1.2 3D-Kultur in Alginat 
Die Zell-Adenovirus-Suspension nach Transduktion wurde zentrifugiert, der Überstand ver-
worfen und das Zellpellet in Alginatpuffer mit einer Zellzahl von 4·106 Zellen/ml resuspen-
diert. Nachdem die Zell-Alginat-Lösung in 3 ml CaCl2 pro well einer 6-well-Platte eingetropft 
wurde und für 10 Minuten zum Aushärten inkubiert wurde, wurde der Puffer mit einer steri-
len Glaspasteurpipette abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen mit 3 ml steriler Kochsalzlö-
sung für 10 Minuten wurden 3 ml Medium zugegeben. Die Chondrozyten wurden dann bei 
37°C und 5 % CO2 für 28 Tage (Adenovirus 35 für 14 Tage) kultiviert; ein Mediumwechsel 
erfolgte aller 2 bis 3 Tage. 
2.11.2 Untersuchung der Matrixproduktion 
2.11.2.1 Alginatlyse 
Nachdem die Chondrozyten für 28 Tage in 3D kultiviert wurden, wurden die Alginatkügel-
chen in 2 ml Reaktionsgefäße überführt und die Alginatmatrix durch Zugabe von 1,5 ml Algi-
nat-Lysepuffer aufgelöst. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei 37°C wurde die Zellsus-
pension zentrifugiert (4000 rpm, Tischzentrifuge) und das Zellpellet erneut mit 1,5 ml Algi-
nat-Lysepuffer für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der anschließenden Zentrifugation 
wurde das Pellet in 200 µl 1x PBS resuspendiert. Überschüssiges Alginat, welches den cholo-
rimetrischen Nachweis von Glukosaminoglykanen (GAG) stören würde, sollte nun weggewa-
schen sein. Zum DNA-Nachweis wurden 20 µl der Zellsuspension in ein PCR-Reaktionsgefäß 
überführt, mit dem gleichen Volumen Papainverdaupuffer versetzt und bei 60°C für 
24 Stunden inkubiert. Die restliche Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert, der Überstand 
in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 4°C bis zur Analyse gelagert. Das Pellet 
wurde entweder zur RNA- oder zur Proteinisolierung verwendet. 
2.11.2.2 RNA-Isolierung und Realtime PCR 
Das Zellpellet wurde in 600 µl RLT+β-ME resuspendiert und die RNA-Isolierung erfolgte nach 
der Arbeitsvorschrift von Qiagen mit dem Rneasy Mini Kit. Die RNA wurde mit 30 µl Rnase-
freiem Wasser eluiert und der RNA-Gehalt am NanoDrop bestimmt. Anschließend wurde die 
Reinheit der RNA am Agilent 2100 bioanalyzer mittels eines Agilent RNA 6000 Pico Kits nach 
Herstellerangaben ermittelt. 
Die cDNA-Transkription erfolgte im 20 µl Ansatz mit 500 ng RNA mittels des High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kits von Applied Biosystems. Die umgeschriebene cDNA wurde 
innerhalb eines Tages in der Realtime PCR zur Amplifikation der in Tabelle 11 aufgelisteten 
Gene eingesetzt. Dabei wurde 1 µl cDNA im 10 µl Realtime PCR Ansatz eingesetzt. Dieser 
setzte sich wie folgt zusammen: 
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5,0 µl 2x TaqMan® Gene Expression Master Mix 
0,5 µl 20x PCR Primer/Sonde Mix 
1,0 µl cDNA 
3,5 µl H2O 
 
Die Realtime PCR wurde im AB 7900 mit dem folgenden Temperaturprofil durchgeführt: 
50°C   2 min 
95°C 10 min 
95°C 15 sek. 
45x 
60°C 60 sek. 
 
Die Auswertung der Realtime PCR erfolgte mit dem RQ Manager 1.2. Dabei wurde die Was-
serprobe als „Calibrator“ eingesetzt. Anschließend wurde die Genexpression in der unbe-
handelten Kontrolle mit der in der adenovirusinfizierten Probe (normiert auf das Haushalts-
gen GAPDH) verglichen. Dazu wurde die ΔΔCT-Methode angewandt. Alle Realtime PCR Reak-
tionen wurden in Triplikaten durchgeführt. 
2.11.2.3 Quantifizierung des DNA-Gehalts 
Dazu wurde der Papainverdauansatz mit dem Bisbenzimidazol-Farbstoff Hoechst 33258 ver-
setzt und fluorimetrisch gegen eine Standardreihe aus Kalbsthymus-DNA gemessen [modifi-
ziert nach Skodacek 2005]. 
Für die Standardreihe wurden aus der 100 ng/µl Stocklösung der Kalbsthymus-DNA die fol-
genden Verdünnungen angesetzt: 20 ng/µl, 10 ng/µl, 5 ng/µl, 2,5 ng/µl, 1,25 ng/µl, 
0,625 ng/µl und 0,313 ng/µl. Von den Proben wurden 1:3 Verdünnungen angesetzt. Die Ver-
dünnung der Standards und Proben erfolgte in halbkonzentriertem Papainverdaupuffer. 
Von den Standards und den Proben wurden je 5 µl in eine 96-well Platte überführt und mit 
200 µl Hoechstfärbelösung versetzt. Die Messung erfolgte am Tecan Infinite 200 Reader. 
Dabei wurde die Emission bei 458 ± 10 nm gemessen (Exzitation bei 358 ± 5 nm). Alle Ansät-
ze wurden in Triplikaten durchgeführt. 
2.11.2.4 Quantifizierung der Glukosaminoglykane 
Zum Nachweis von sulfatierten Glukosaminoglykanen (sGAG) wurden die Überstände nach 
der Alginatlyse mit 1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB) versetzt und photometrisch gegen 
eine Standardreihe aus Chondroitin-6-sulfat gemessen [modifiziert nach Skodacek 2005]. 
Für die Standardreihe wurden aus der 1 mg/ml Stocklösung des Chondroitin-6-sulfats die 
folgenden Verdünnungen angesetzt: 250 µg/ml, 125 µg/ml, 62,5 µg/ml, 31,3 µg/ml, 
15,6 µg/ml und 7,8 µg/ml. Von den Proben wurden 1:2 und 1:10 Verdünnungen angesetzt. 
Die Verdünnung der Standards und der Proben erfolgte in Natriumacetat-Puffer. 
Von den Standards und den Proben wurden je 10 µl in eine 96-well Platte überführt und mit 
200 µl DMMB-Lösung versetzt. Die Messung erfolgte am Tecan Infinite 200 Reader bei einer 
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Wellenlänge von 540 ± 5 nm. Alle Ansätze wurden in Triplikaten durchgeführt. Um den 
sGAG-Gehalt der Proben vergleichen zu können, wurde das Verhältnis von sGAG-Gehalt und  
DNA-Gehalt bestimmt und anschließend auf die Kontrolle normiert. 
2.11.2.5 Proteinisolierung und Western Blot 
Die Zellpellets nach der Alginatlyse wurden in RIPA-complete resuspendiert, inkubiert und im 
Bradford Assay auf ihren Proteingehalt hin getestet. Anschließend erfolgte die Auftrennung 
von 30 µg Gesamtprotein in einem 10 % Lämmli-Gel (Tabelle 21) und die Immunodetektion 
mit den in Tabelle 22 angegebenen Antikörpern. 
Tabelle 21: Zusammensetzung der Lämmli-Gele für die Untersuchung des Matrixumbaus. 
Die mit * markierten Reagenzien wurden erst kurz vor dem Gießen des Gels zugegeben, 
um eine zu frühe Polymerisation zu verhindern. 
Reagenz Trenngel 10 % Sammelgel 4,5 % 
Acrylamid/Bis-Acrylamid [ml] 7 1,50 
Tris/HCl (Sammelgel) [ml]  1,25 
Tris/HCl (Trenngel) [ml] 8  
Aqua dest. [ml] 5 7 
10% SDS [µl] 216 100 
10% APS [µl] * 160 100 
TEMED [µl] * 20 10 
Tabelle 22: Verdünnung der verwendeten Antikörper 
Antikörper Verdünnung Proteingewicht 
GAPDH 1:5000 37 kDa 
Kollagen 2 1 µg/ml 95 kDa 
MMP13 1 µg/ml 46 kDa 
Syndekan 4 1 µg/ml 24 kDa 
TIMP1 1 µg/ml 23 kDa 
Maus IgG + IgM*Biotin 1:10.000  
Kaninchen IgG*Biotin 1:20.000  
Steptavidin*POX 1:10.000  
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2.12 Neutralisationstests 
In diesen Tests wurden Antikörper, welche nach einer Adenovirusinfektion im Serum der 
Spender zu finden waren, mit verschiedenen Adenoviren inkubiert. Die vorhandenen Anti-
körper banden an die Adenoviren. Nachdem diese Antikörper-Adenovirus-Lösung auf A549 
Zellen gegeben wurde, wurde die Wirkung der Adenoviren auf die Zellen neutralisiert. Es 
konnten keine Zellen infiziert werden und es blieb ein intakter Zellrasen bestehen. Durch 
eine vorherige sequenzielle Verdünnung des Serums, konnte der vorhandene Antikörpertiter 
ermittelt werden. Es war bei entsprechend hoher Verdünnung des Serums keine Bindung 
von Antikörpern an Adenoviren mehr möglich und die Adenoviren konnten den Zellrasen 
infizieren und sich ungehindert vermehren. Nun entstanden Löcher im Zellrasen und im spä-
teren Verlauf war der Cytopathische Effekt (CPE) am kompletten Zellrasen zu sehen. Dieser 
zeichnete sich durch das Abkugeln der Zellen, Löcher im Zellrasen bis hin zu einem komplet-
ten Ablösen des Zellverbandes aus. Bei allen Versuchen wurden verschiedene Kontrollen in 
den Versuch eingebunden. Dazu gehörte die Zellkontrolle bei der Zellen ohne Serum und 
ohne Adenovirus zur Kontrolle des Zellwachstums kultiviert wurden. Des Weiteren die A-
denoviruskontrolle, Zellen ohne Serum aber mit Adenovirus, zur Bestimmung des Versuchs-
endes. War bei der Adenoviruskontrolle ein kompletter CPE eingetreten, konnten die dazu-
gehörigen Ansätze abgelesen werden. Die Immunserumkontrolle, Zellen mit einem Serum 
mit Antikörpern und Adenovirus, diente als Kontrolle für eine erfolgte Neutralisation der 
Adenoviren. 
Zum Aussäen der Zellen in die 96 well Platten, wurden die Zellen einer konfluenten T75 Zell-
kulturflasche mit 4 ml Trypsin gelöst, die Reaktion mit 6 ml Medium mit 2 % FCS gestoppt 
und 9 ml in ein 50 ml Röhrchen überführt. Die verbliebene Zellsuspension wurde auf 10 ml 
mit Medium mit 5 % FCS aufgefüllt und die Zellen weiterkultiviert. Die Zellsuspension im 
50 ml Röhrchen wurde auf 52 ml mit Medium mit 2 % FCS aufgefüllt und zu 100 µl pro Ver-
tiefung einer 96-well Platten (insgesamt 5 Platten) aufgeteilt. Die Platten wurden anschlie-
ßend im Brutschrank inkubiert. Wurde die Konfluenz erreicht, konnte der Neutralisationstest 
gestartet werden. 
Dafür erfolgte die Verdünnung der Patientenseren (1:2) und der Immunseren (1:50) mit Me-
dium ohne FCS und die anschließende Hitzeinaktivierung von 500 µl der verdünnten Seren 
bei 56°C für 30 Minuten. 25 µl der verdünnten Seren wurden wie in Abbildung 14 und Abbil-
dung 15 dargestellt in 96-well Platten aufgetragen und sequentiell mit Medium ohne FCS 
verdünnt. 
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Abbildung 14: Verdünnungsschema der Patientenseren S1 
bis S4 für den Neutralisationstest. 
 
Abbildung 15: Verdünnungsschema des Immunserums auf 
einer Kontrollplatte mit Adenoviruskontrolle und Zellkon-
trolle. 
Anschließend wurden 25 µl Adenoviruslösung mit 3600 TCID50/ml zugegeben, gemischt und 
für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Diese Serum-Adenovirus-Lösung wurde in die vorbereite-
ten Zellplatten überführt und weiter bei 37°C inkubiert. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Herstellung eines RhoB-Expressionsvektors 
Vorversuche in der Arbeitsgruppe mit einer humanen Chondrosarcoma-Zelllinie [Mahr 
submitted] haben gezeigt, dass die Überexpression des RhoB-Proteins zur Apoptose die-
ser Zellen führte. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, primäre humane Chondrozyten mit 
einem RhoB-Plasmid zu transfizieren, somit eine Überexpression des Proteins zu errei-
chen und die Auswirkungen auf die Chondrozyten zu untersuchen. 
Die Transfektion der Chondrozyten sollte mit den von der Firma Amaxa erhätlichen Lö-
sungen, speziell für humane Chondrozyten, und dem Nucleofector durchgeführt werden. 
Für die Transfektion mit dem System von Amaxa ist die Verwendung eines speziellen 
Plasmids, dem pmaxCloning Plasmid, erforderlich. Aus diesem Grund musste das RhoB-
Gen aus dem vorliegenden pAdTrack CMV RhoB Plasmid ausgeschnitten und in ein für die 
Transfektion geeignetes Plasmid umkloniert werden. Dafür wurde zuerst eine ausrei-
chende Menge an pAdTrack CMV RhoB Plasmid-DNA mit der Qiagen Methode isoliert und 
anschließend das RhoB-Fragment aus dem Plasmid mit Restriktionsendonukleasen (s. 
Kapitel 2.7.2.2) ausgeschnitten. Nachdem der Spaltungsansatz auf einem 1,5 % Agarose-
gel aufgetrennt wurde, erfolgte die Isolation der RhoB-Bande aus dem Agarosegel und 
deren Aufreinigung. Zur Überprüfung des aufgereinigten Fragments wurde dieses, wie in 
Abbildung 16 dargestellt, auf einem 1,5 % Agarosegel mit einem Größenmarker aufge-
trennt. Das aufgereinigte DNA-Fragment hatte eine Größe von ≈ 600 bp und entsprach 
dem RhoB-Insert (gerahmter Bereich). 
 
Abbildung 16: aufgereinigtes RhoB-Fragment des 
pAdTrack CMV RhoB Plasmid im 1,5 % Agarosegel 
nach Spaltung mit KpnI und HindIII. 
Vor einer Ligation des RhoB-Fragments mit dem pmaxCloning Plasmid, wurde die Spal-
tung des Plasmids mit den selbigen Restriktionsendonukleasen (s. Kapitel 2.7.2.2) durch-
geführt. Anschließend erfolgte die Ligation mit der T4 DNA Ligase. Nach Transformation 
des E. coli XL10 Gold Stammes mit dem Ligationsansatz wurden am folgenden Tag 
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20 Klone isoliert. Mittels der QuickLyse Miniprep-Methode wurde aus 5 Pools von je vier 
Klonen die Plasmid-DNA isoliert und mit HindIII linearisiert. Anschließend erfolgte die in 
Abbildung 17 dargestellte Auftrennung in einem 1,5 % Agarosegel. Bei den Pools 1 bis 3 
konnte sowohl das 3000 bp große linearisierte Ausgangsplasmid pmaxCloning (gestrichel-
te Linie) als auch das 3500 bp große ligierte pmaxCloning RhoB Plasmid (durchgehende 
Linie) nachgewiesen werden. Da bei den Pools 4 und 5 nur das 3000 bp große linearisierte 
Ausgangsplasmid pmaxCloning nachgewiesen werden konnte, wurden diese verworfen. 
 
Abbildung 17: Auftrennung der mit HindIII linearisier-
ten Plasmid-DNAs nach Ligation im 1,5 % Agarosegel. 
Die 3500 bp großen Fragmente sind mit durchgehender 
Linie hervorgehoben, die 3000 bp großen mit gestrichel-
ter. 
Die weitere Überprüfung der einzelnen Klone eines Pools erfolgte mit der QuickLyse Mi-
niprep-Methode. Anschließend wurde das RhoB-Fragment ausgeschnitten und die Auf-
trennung in einem 1,5 % Agarosegel, wie in Abbildung 18 dargestellt, durchgeführt. Nur in 
den Klonen 6 und 8 (aus Pool 2) wurde das nach erfolgreicher Ligation eingebaute RhoB-
Insert, durch die Spaltung ausgeschnitten (gerahmter Bereich) und im Agarosegel aufge-
trennt. 
 
Abbildung 18: Auftrennung der einzelnen Klone des Pools 2 
nach Spaltung mit KpnI und HindIII im 1,5 % Agarosegel. 
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Im nächsten Schritt erfolgte die Plasmid-Isolierung aus Klon 8 nach der Qiagen-Methode; 
Klon 6 wurde verworfen. 
Um sicher zu stellen, dass die Umklonierung des RhoB-Fragments zu einem funktionalen 
Plasmid führte, wurden sowohl das Ausgangsplasmid pAdTrack CMV RhoB als auch das 
pmaxCloning RhoB Plasmid in HEK 293 Zellen eingebracht. Dafür erfolgte die Transfektion 
von 80 % konfluenten Zellen in Schalen mit der Plasmid-DNAs (15 cm / 2 µg in Abwei-
chung zu Kapitel 2.8.2.2) bzw. ohne DNA mit dem Effectene Transfection Reagent. Der 
Nachweis des RhoB-Proteins erfolgte 48 h nach Transfektion der Zellen. Dafür wurden die 
Zellen abgeschabt und aufgeschlossen (s. Kapitel 2.8.3.1.1). In der SDS-PAGE (s. Kapi-
tel 2.8.3.1.2) wurden 50 µg Gesamtprotein aufgetrennt; der Transfer der Proteine auf 
eine PVDF-Membran erfolgte im Western Blot (s. Kapitel 2.8.3.1.2). Die Immunodetektion 
von RhoB (Abbildung 19) zeigte in beiden Fällen eine deutliche Zunahme des RhoB-
Proteins nach der Transfektion. Die Zunahme war nach Transfektion mit dem pmaxClon-
ing RhoB Plasmid größer als nach Transfektion mit dem pAdTrack CMV RhoB Plasmid. 
 
Abbildung 19: Transfektion von HEK293 Zellen mit den verschiedenen RhoB-Plasmiden. 48 h 
nach Transfektion mit dem Effectene Transfection Kit erfolgte die Proteinisolierung; 50 µg Ge-
samtprotein wurden in der SDS-PAGE (12 % Trenngel) aufgetrennt und im Western Blot auf ei-
ne PVDF-Membran transferiert. Die Immunotektion wurde mit den angegebenen Antikörpern 
durchgeführt. 
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3.2 Transfektion von Chondrozyten 
Für die Transfektion der primären humanen Chondrozyten mit dem pmaxCloning RhoB 
Plasmid wurden die aus dem Kniegelenkknorpel isolierten Chondrozyten von insgesamt 
15 Spendern zunächst im Monolayer bis zur Konfluenz kultiviert und vor der Transfektion 
enzymatisch abgelöst. Für die Transfektion wurden 0,5 bis 1,0106 Zellen in jeden Trans-
fektionsansatz eingesetzt; die Transfektion erfolgte, wie in Kapitel 2.10 beschrieben. Nach 
Kultur der transfizierten Chondrozyten für 24 h bei 37°C und 5 % CO2 wurden in der 
Durchflusszytometrie die Anteile der toten (7AAD-Färbung) und der apoptotischen Zellen 
(AnV:PE-Färbung) bestimmt, sowie die intrazelluläre RhoB-Expression. Parallel erfolgte 
die Bestimmung der Transfektionseffizienz in den mit pmxGFP transfizierten Chondrozy-
ten (s. Tabelle 23). 
Tabelle 23: Übersicht über die Spender und die Transfektionsef-
fizienz (TE) der Chondrozyten 24 h nach Transfektion. 
Nr. Geschlecht Geburtsjahr Monolayer-
kultur [d] 
TE [%] 
  1 weibl. 1940 11   1,00 
  2 männl. 1950 12 29,57 
  3 weibl. 1947   3 12,10 
  4 männl. 1931   5   7,00 
  5 weibl. 1936   9 20,17 
  6 weibl. 1938 12 10,22 
  7 weibl. 1930 11 27,60 
  8 männl. 1935 11   5,20 
  9 weibl. 1929   9   6,01 
10 männl. 1934   8   9,00 
11 weibl. 1928 10 45,40 
12 männl. 1942 11   3,20 
13 weibl. 1947 12   1,42 
14 männl. 1959 11   2,77 
15 weibl. 1935 12 42,98 
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Exemplarisch sollen nun die Durchflusszytometrie-Ergebnisse für die Chondrozyten mit 
der größten Transfektionseffizienz (Nr. 11) dargestellt werden. 
Die Transfektion mit pmaxGFP führte bei diesen Chondrozyten (s. Abbildung 20) zu einer 
Transfektionseffizienz von 45,4 % im Vergleich zur Kontrolle, Chondrozyten transfiziert 
ohne Plasmid-DNA. 
 
Abbildung 20: Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektionseffizienz anhand der GFP+-
Zellen nach 24 h. Die Auswertung der GFP+ Zellen erfolgte nur mit den in A dargestellten Zellen der 
Region R1. In B sind die GFP-exprimierenden Chondrozyten dargestellt. Die GFP+-Zellen befinden sich 
in Region R2. Die GFP-Expression der mit pmaxGFP transfizierten Chondozyten berechnet sich, in dem 
von der jeweiligen GFP-Expression die der Kontrolle abgezogen wird. 
Zum Nachweis von apoptotischen Zellen wurde das fluoreszenzmarkierte Annexin V 
(AnV:PE) verwendet. Dieses bindet spezifisch an apoptotische Zellen und die daraus resul-
tierende Fluoreszenzmarkierung der Chondrozyten (s. Abbildung 21) ist detektierbar. Da-
bei fiel auf, dass es zu einem Anstieg der Apoptose bei allen Chondrozyten nach Transfek-
tion kam. Der Anteil an apoptotischen Zellen betrug bei der Kontrolle 51 % und durch die 
Verwendung von Plasmid-DNA, pmaxGFP oder pmaxCloning RhoB, steigt dieser Anteil um 
weitere 11,3 % bzw. 11,0 %. 
 
Abbildung 21: Durchflusszytometrische Bestimmung der Anteile an apoptotischen Zellen 24 h nach  
Transfektion. Die Auswertung der AnV:PE-Expression erfolgt wie in Abbildung 20 mit den in Region R1 
befindlichen Zellen. Eine ungefärbte Probe wird als Negativkontrolle bei der Färbung mitgeführt, wel-
che von den Ergebnissen der gefärbten Proben abgezogen wurde. 
Der Nachweis der toten Zellen erfolgte durch Inkubation der Chondrozyten mit dem Farb-
stoff 7AAD, welcher sich ausschließlich in toten Zellen ohne intakte Zellmembran anrei-
chern kann. Durch den Vorgang der Transfektion der Chondrozyten starben 13,8 % der 
untersuchten Chondrozyten (Kontrolle). Ein Anstieg des Zelltods auf 18,2 % war durch 
Transfektion mit dem pmaxGFP Plasmid festzustellen. Den stärksten Einfluss auf den Zell-
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tod hatte jedoch die Transfektion mit dem pmaxCloning RhoB Plasmid mit einem Anstieg 
auf 32,5 % (s. Abbildung 22). 
 
Abbildung 22: Durchflusszytometrische Bestimmung der Anteile an toten Zellen 24 h nach  Transfek-
tion. Die Auswertung der AnV:PE-Expression erfolgt wie in Abbildung 20 mit den in Region R1 befindli-
chen Zellen. Eine ungefärbte Probe wird als Negativkontrolle bei der Färbung mitgeführt, welche von 
den Ergebnissen der gefärbten Proben abgezogen wurde. 
Für den intrazellulären Nachweis der RhoB-Expression kam ein fluoreszenzmarkierter An-
tikörper zum Einsatz. Durch die Transfektion mit dem pmaxCloning RhoB Plasmid konnte 
keine Zunahme der RhoB-Expression festgestellt werden (s. Abbildung 23). 
 
Abbildung 23: Durchflusszytometrischer Nachweis der intrazellulären RhoB-Expression 24 h nach 
Transfektion. Die Auswertung der AnV:PE-Expression erfolgt wie in Abbildung 20 mit den in Region R1 
befindlichen Zellen. Eine ungefärbte Probe wird als Negativkontrolle bei der Färbung mitgeführt, wel-
che von den Ergebnissen der gefärbten Proben abgezogen wurde. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass nur bei etwa einem Fünftel der transfizierten Chond-
rozyten eine ausreichend hohe Transfektionseffizienz (> 25 %, s. Tabelle 23) für die Aus-
wertung erreicht werden konnte. Zudem war nach Transfektion mit dem pmaxClon-
ing RhoB Plasmid keine Zunahme der RhoB-Expression festzustellen. Aus diesen Gründen 
wurden die Versuche, Chondrozyten durch Transfektion zur Überexpression von RhoB zu 
verändern, eingestellt. 
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3.3 Herstellung der RhoB Adenoviren 
3.3.1 Homologe Rekombination zur Herstellung des AdEasy1-RhoB Plas-
mids 
Eine Überexpression des RhoB Proteins unter Verwendung eines adenoviralen Vektorsys-
tems sollte in den nächsten Versuchen getestet werden. Dafür musste das pAdT-
rack CMV RhoB Plasmid mit dem pAdEasy 1 Plasmid homolog rekombiniert werden. Nach 
erfolgreicher Rekombination konnte das somit entstandene pAdEasy-1 RhoB Plasmid in 
HEK293 Zellen transfiziert werden und die Adenovirusherstellung begonnen werden. 
Für die homologe Rekombination musste das pAdTrack CMV RhoB Plasmid zuerst mit 
PmeI linearisiert werden, um so die beiden Arme für die Rekombination freizulegen. In 
Abbildung 24 ist die Linearisierung des ≈ 10.000 bp großen pAdTrack CMV RhoB Plasmids 
dargestellt. 
 
Abbildung 24: Linearisiertes pAdT-
rack CMV RhoB Plasmid nach Linearisierung 
mit PmeI und Auftrennung im 1 % Agarosegel. 
Die Extraktion und Aufreinigung des aus dem Agarosegel ausgeschnittenen linearisierten 
Plasmids erfolgte mit dem QIAEX II Kit. Nach der homologen Rekombination in BJ5183 
E. coli Zellen und Selektion auf kanamycinhaltigen Agarplatten, wurden 40 Klone isoliert 
und in je 5 ml SB-Medium über Nacht bei 37°C kultiviert. Mit der QuickLyse Miniprep Me-
thode erfolgte die Plasmid-DNA Isolation. 
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Die RhoB-DNA wurde in der PCR mit der Primerkombination D amplifiziert und der PCR-
Ansatz in dem in Abbildung 25 exemplarisch dargestellten Agarosegel aufgetrennt. Das 
621 bp große RhoB-Fragment konnte in 39 von 40 Klonen nachgewiesen werden. 
 
Abbildung 25: Nachweis der RhoB-Sequenz mit der Pri-
merkombination D in einem BJ-Klonen im 1 % Agarose-
gel. 
Um sicherzustellen, dass die amplifizierte RhoB-DNA aus dem rekombinierten Plasmid 
und nicht aus dem pAdTrack CMV RhoB Plasmid stammte, erfolgte die Spaltung der iso-
lierten DNA mit HindIII. Eine einzelne Bande von ≈ 10.000 bp Größe im Agarosegel nach 
Spaltung konnte nur dann nachgewiesen werden, wenn der Klon das pAdTrack CMV RhoB 
Plasmid beinhaltete und es zu einer Linearisierung des Plasmids kam. Bei einem mit dem 
rekombinierten Plasmid transfizierten Klon musste ein wie in Abbildung 26 dargestelltes 
Bandenmuster entstehen. 
 
Abbildung 26: Bandenmuster eines erfolgreich homolog rekombinierten BJ-
Klons nach Spaltung mit der Restriktionsendonuklease HindIII und Auftren-
nung im 1 % Agarosegel. 
Von den zuvor in der RhoB-PCR positiv getesteten 39 Klonen konnte das wie in Abbil-
dung 26 dargestellte Bandenmuster nach HindIII-Spaltung nur bei zwei Klonen (BJ-1 und 
BJ-18) nachgewiesen werden. 
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3.3.2 Retransformation des pAdEasy-1 RhoB Plasmids in E. coli XL10-Gold 
Die homolog rekombinierten Klone (BJ-1 und BJ-18) wurden in XL10-Gold E. coli Zellen 
retransformiert und anschließend auf kanamycinhaltigen Agarplatten kultiviert. Am fol-
genden Tag wurden je 4 Klone isoliert und in je 5 ml Starterkulturen über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach der QuickLyse Miniprep Methode; 
eine Spaltung mit der Restriktionsendonuklease HindIII schloss sich an. Nur zwei der 8 
Klone wiesen das typische Bandenmuster des pAdEasy-1 RhoB Plasmids auf (BJ-1-2 und 
BJ-1-3) und nur einer der Klone (BJ-1-3) wurde für die Isolation von ausreichend Plasmid-
DNA für die Transfektion von HEK293 Zellen verwendet. 
3.3.3 Produktion von AdEGFP/RhoB Adenoviren in HEK 293 Zellen 
Nach der Isolierung der Plasmid-DNA des BJ-1-3 Klons mit der Qiagen-Methode erfolgte 
die Linearisierung mit der Restriktionsendonuklease PacI. Die Isolation der linearisierten 
Plasmid-DNA erfolgte mit einer Phenol-Chloroform Extraktion direkt aus dem Spaltungs-
ansatz (s. Kapitel 2.8.2). Anschließend erfolgte die Transfektion von HEK 293 Zellen mit 
der Plasmid-DNA mit Hilfe des Effectene Transfection Reagent (s. Kapitel 2.8.2). Während 
der Adenovirusproduktion wurde die GFP-Expression im Fluoreszenzmikroskop 
(Abbildung 27) verfolgt. 
  
Abbildung 27: Überwachung der GFP-Expression der mit den BJ-1-3 Klonen transfizierten HEK 293 
Zellen im Fluoreszenzmikrokop. Links ist eine Aufnahme von HEK293 Zellen in der 2. Runde der A-
denovirusproduktion zu sehen. Rechts ist eine Aufnahme in der 3. Runde der Adenovirusproduktion 
abgebildet. Originalvergrößerung 200x. 
Nach der 3. Runde der HEK293 Infektion lag der High Titer des BJ-1-3 Klons (AdE-
GFP/RhoB) vor und konnte für die weitere Adenovirusproduktion oder für Transduktions-
versuche eingesetzt werden. 
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3.3.4 Überprüfung der hergestellten AdEGFP/RhoB Adenoviren 
Um sicher zu stellen, dass die hergestellten Adenoviren nach einer Transfektion in den 
infizierten Zellen die Expression des RhoB-Proteins auslösen, erfolgte die Transduktion 
von H1299 Zellen mit anschließendem Nachweis der Proteinexpression im Western Blot. 
Wie in Abbildung 28 dargestellt, führte die Transduktion mit dem RhoB Adenovirus zu 
keiner RhoB-Expression. Bei den mit pmaxCloning RhoB und pAdTrack CMV RhoB trans-
fizierten HEK293 Zellen war eine deutliche RhoB-Expression nachweisbar. 
 
Abbildung 28: Transduktion von H1299 Zellen mit AdEGF/RhoB Adenoviren. 
24 h nach Transduktion mit 1 µl AdEGFP/RhoB erfolgte die Proteinisolierung; 30 µg 
Gesamtprotein wurden in der SDS-PAGE (12 % Trenngel) aufgetrennt und im Wes-
tern Blot auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Immunodetektion wurde mit in 
der Abbildung angegebenen Antikörpern durchgeführt. Als Kontrolle für die erfolg-
reiche RhoB Expression wurden 30 µg Gesamtprotein der für den Western Blot in 
Abbildung 19 gewonnen Proteinisolate aufgetragen. Die erwartete Größe des 
RhoB Proteins ist mit  markiert. 
Um zu gewährleisten, dass die Sequenz der RhoB-DNA vollständig und ohne Mutationen 
war, wurde die Sequenzierung des RhoB-Gens durchgeführt. Dafür wurde zuvor durch 
Phenol-Chloroform-Extraktion die Virus-DNA aus 300 µl High Titer isoliert und im An-
schluss daran zwei Teilstücke des Gens in der PCR (Primerkombinationen F und G) ampli-
fiziert und im Agarosegel aufgetrennt. Die Aufreinigung der PCR-Fragmente erfolgte mit 
dem QIAEX II Kit; die anschließende Überprüfung im Agarosegel ist in Abbildung 29 darge-
stellt. 
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Abbildung 29: Auftrennung der aufgereinigten Fragmente G und F im 1 % Agarosegel 
zur Mengenabschätzung für die Sequenzierung. Zusammen mit den aufgereinigten 
Fragmenten werden Verdünnungen der 100 bp DNA-Leiter mit definierter DNA-
Konzentration aufgetragen. Dabei hat das 500 bp Fragment der 1:3 Verdünnung eine 
Konzentration von ≈ 40 ng DNA pro µl und das der 1:6 Verdünnung eine Konzentration 
von ≈ 30 ng DNA pro µl. 
Die beiden Fragmente wurden dann in die Sequenzierungsreaktion mit je einem Primer 
eingesetzt. Eine Übersicht der nach den Reaktionen erhaltenen DNA-Sequenzen der 
RhoB-DNA ist in Abbildung 30 dargestellt. Es konnten nach der Sequenzierung keine Ver-
änderungen in der RhoB-DNA-Sequenz nachgewiesen werden. Eine Veränderung der Se-
quenz als Ursache für die fehlende RhoB-Expression nach Transduktion konnte damit aus-
geschlossen werden. 
 
Abbildung 30: Übersicht der DNA-Sequenzen der RhoB-Fragmente mit den angegebenen Primern. 
Die Sequenzierung erfolgte mit dem Primer SalF oder 2R2 für das Fragment F oder mit dem Primer 2F2 oder 
HindR für das Fragment G. Blau markiert sind die Restriktionsschnittstellen SalI zu Beginn sowie HindIII am 
Ende der Sequenz und rot markiert ist das Start-Codon. 
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3.4 Transduktion von Chondrozyten mit AdEGFP 
Vorversuche in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Chondrozyten auf eine Infektion 
mit rekombinanten GFP Adenoviren 5 mit einer veränderten Matrixproduktion reagieren. 
Die Transduktion der primären Chondrozyten erfolgte direkt nach der Isolierung aus dem 
Knorpel. Chondrozyten wurden aus Knorpelmaterial von insgesamt 12 Spendern isoliert. 
Nach der Transduktion mit dem 10- bzw. 50-fachen an rekombinantem Adenovirus 
(MOI 10 bzw. 50) wurden 90 % der Zellen in Alginat zur 3D-Kultur eingebettet und 10 % 
im Monolayer zur Expansion und Überprüfung der GFP-Expression kultiviert. Nach zwei 
Passagen im Monolayer erfolgte die Einbettung der expandierten Chondrozyten ebenfalls 
in Alginat zur 3D-Kultur. Der Ablauf der Transduktionsexperimente mit den anschließen-
den Analyse-Verfahren ist in Abbildung 31 dargestellt. 
 
Abbildung 31: Schematische Darstellung der Arbeitsabläufe der Transduktion 
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3.4.1 Nachverfolgung der Transgen-Expression 
In Abbildung 32 ist das Fluoreszenzsignal der GFP-Expression von transduzierten Chond-
rozyten dargestellt. Sowohl während der Monolayerkultur (A) als auch am Ende der 3D-
Kultur in Alginat (B) konnte eine MOI-abhängige GFP-Expression festgestellt werden. 
 
Abbildung 32: Nachweis der GFP-Expression von Chondrozyten. A repräsentative Fluoreszenzmik-
roskop-Aufnahmen (Originalvergrößerung 200x) einer Chondrozytenkultur im Monolayer 12 Tage 
nach Transduktion. B repräsentatives Fluorerszenzsignal der Chondrozytensuspension isoliert aus 
der Alginatmatrix nach 4-wöchiger 3D-Kultur und vorheriger 6-wöchiger Expansion im Monolayer. 
3.4.2 Matrixproduktion nach 3D-Kultur 
Wie in Abbildung 33 dargestellt, führte die 3D-Kultur von transduzierten Chondrozyten, 
isoliert aus gesundem Knorpel oder Knorpel mit mildem Osteoarthrose-Score, zu einer 
nicht-signifikanten Zunahme der Matrixproduktion. Gemessen wurde ein Anstieg der 
Matrixproduktion bei MOI 10 transduzierten Chondrozyten um 34,0 %, bei MOI 50 um 
92,6 %. Im Unterschied dazu kam es zu einer signifikanten Zunahme der Matrixprodukti-
on, wenn die MOI 50 transduzierten Chondrozyten vor der Alginatkultur im Monolayer 
expandiert wurden. Gemessen wurde ein Anstieg um 286,9 % (p=0,0019) im Vergleich zur 
Kontrolle. Die der Alginatkultur vorangehende Expansion im Monolayer führte unter 
MOI 50 zu einer signifikanten Zunahme der Matrixproduktion (p=0.0034). 
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Abbildung 33: Nachweis der Matrixproduktion nach 28 Tagen 3D-Kultur von transduzierten 
Chondrozyten in Abhängigkeit vom Differenzierungszustand. Dargestellt ist der auf den DNA-
Gehalt normalisierte GAG-Gehalt, wobei die Kontrolle auf 100 % gesetzt wurde. GAG- und DNA-
Assays wurden in Triplikaten durchgeführt und die Mediane bestimmt. Jedes Symbol repräsentiert 
den Mittelwert der Ergebnisse von zwei Transduktionsexperimenten und pro Gruppe ist der Mit-
telwert (vertikale Linie) dargestellt. Für die statistische Auswertung von Unterschieden zwischen 
transduzierten und nicht-transduzierten Chondrozyten wurde der one-sample t-Test verwendet. 
Der paired t-Test wurde für den Vergleich zwischen den verschiedenen Transduktionsexperimen-
ten verwendet. *** p ≤ 0,005 
Während der Monolayerkultur in der Expansion kam es auch zur Veränderung des Pheno-
typs, vom nicht-adhärenten hin zu einem adhärenten, fibroblasten-ähnlichen mit spindel-
förmigen Zellen. Nach der zweiten Passage wurden die Chondrozyten gezählt und in Algi-
nat zur 3D-Kultur eingebettet. Dabei zeigte sich, dass die Transduktion zu einer geringe-
ren Zellzahl während der Monolayerkultur führte (Abbildung 34). Von den 
6 · 105 ausgesäten Zellen zu Beginn der Monolayerkultur wurden bei den MOI 10 oder 
MOI 50 transduzierten Chondrozyten nur 73 % (4,4 · 105 Zellen) bzw. 60 % (3,6 · 105 Zel-
len) der Zellen am Ende der zweiten Passage gezählt. Wohingegen die Monolayerkultur 
der nicht-transduzierten Chondrozyten zu einer Expansion auf 126 % (7,5 · 105 Zellen) 
führte. Allerdings erreichten keine der Veränderungen statistische Signifikanz.  
 
Abbildung 34: Zellzahl von transduzierten Chondrozyten nach zwei Passagen in Mo-
nolayerkultur zur Expansion. Jedes Symbol repräsentiert den Mittelwert von zwei 
Transduktionsversuchen und pro Gruppe ist der Median (waagerechte Linie) darge-
stellt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Mann Whitney Test. 
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3.4.3 Genexpressionsveränderungen nach 3D-Kultur 
Die zuvor beobachtete Zunahme der Matrixproduktion von transduzierten, expandierten 
und in Alginat kultivierten Chondrozyten sollte hinsichtlich Veränderungen auf mRNA-
Ebene in der quantitativen Realtime-PCR untersucht werden. Dafür wurde die Expression 
solcher Gene untersucht die am Knorpelmetabolismus beteiligt sind. Es handelte es sich 
um die Gene für Kollagen Typ 2 (COL2A1) und Aggrecan (ACAN) als Hauptkomponenten 
der Knorpelmatrix, um die Gene für MMP3, MMP13 und ADAMTS5 als proteolytische 
Enzyme, verantwortlich für den Matrixabbau, und um die Gene für TIMP1 und TIMP3 
welche Inhibitoren von MMPs bzw. ADAMTS‘ sind. 
In Abbildung 35 sind die Veränderung auf mRNA-Ebene nach Transduktion mit AdEGFP, 
Expansion im Monolayer und 3D-Kultur in Alginat dargestellt. Durch die Transduktion der 
Chondrozyten mit MOI 10 oder MOI 50 kam es zu einem 8,7-fachen bzw. 24,3-fachen 
Anstieg der mRNA-Expression von Kollagen Typ 2 verglichen mit nicht-transduzierten 
Kontrollen (Abbildung 35A). Ebenso kam es zu einem 2,8-fachen Anstieg der Aggrecan 
mRNA-Expression bei MOI 50 transduzierten Chondrozyten (Abbildung 35B). Ausgehend 
von diesen Daten ist von einer direkten Korrelation zwischen MOI und der erhöhten ana-
bolen Aktivität nach Transduktion, Expansion und 3D-Kultur auszugehen. 
Während die Aggrecanase ADAMTS5 und ihr Antagonist TIPM3 in der mRNA-Expression 
unverändert bleiben, zeigt sich bei der Kollagenase MMP13 und deren Antagonist TIMP1 
eine verminderte mRNA-Expression. Die Transduktion mit MOI 10 oder MOI 50 führte zur 
signifikanten Reduktion der MMP13 mRNA-Expression auf 30,3 % (p=0,0055) bzw. 17,9 % 
(p=0,0084). Ebenso konnte eine signifikante Reduktion der TIMP1 mRNA-Expression auf 
47,6 % (p=0,0009) und 34,5 % (p=0,017) nach MOI 10 bzw. MOI50 Transduktion der 
Chondrozyten beobachtet werden. Gleichzeitig veränderte sich das Verhältniss zwischen 
TIMP1 und MMP13. Durch die Transduktion mit MOI 10 oder MOI 50 stieg dieses Ver-
hältnis zu Gunsten von TIMP1 um das 2,1- bzw. 1,8-fache, verglichen mit nicht-
transduzierten Kontrollen. 
Zusammenfassend lässt sich die erhöhte Matrixproduktion der transduzierten Chondrozy-
ten zum einen als Folge einer erhöhten Kollagen Typ 2 Expression und zum anderen als 
Folge der verringerten protolytischen Aktivität durch Kollagenasen als Resultat des in 
Richtung des Antagonisten (TIMP1) verschobenen Verhältnisses erklären. 
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Abbildung 35: Genexpression nach 3D-Kultur von zuvor mit rekombinantem Adenovirus 
transduzierten und expandierten Chondrozyten in der Realtime PCR. Die Genexpression von 
den Genen (A) Kollagen Typ 2 (COL2A1), MMP3, MMP13 und TIMP1, und (B) Aggrekan (ACAN), 
ADAMTS5 und TIMP3 wurde mit der quantitativen Real-time PCR gemessen. Die Genexpression 
ist als Veränderung der mRNA-Expression nach Adenovirusinfektion im Vergleich zur Kontrolle 
mit der ΔΔCT–Methode berechnet. Dargestellt ist die relative Genexpression, normalisiert auf 
das Gen GAPDH. Jede Probe (n=4) wurde in Triplikaten gemessen und der Median berechnet. 
Die Ergebnisse der Genexpressionsmessungen wurden mit dem Boxplot (10-90 %) und dem 
Median (waagerechte Linie) dargestellt. Ein Anstieg oder eine Verringerung der RNA-Expression 
um weniger als das 2-fache wurde als Hintergrundschwankung bewertet. Die Berechnung der 
statistischen Veränderungen in der RNA Expression erfolgte mit dem one-sample t-Test. 
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005  
3.5 Neutralisationstests 
Um die mögliche Beteiligung einer Adenovirusinfektion an der Pathogenese der Osteo-
arthrose zu untersuchen, wurden die Seren von an Osteoarthrose (OA) oder Rheumatoi-
der Arthritis (RA) erkrankten Patienten im Neutralisationstest verglichen. Pro Gruppe 
wurden 30 Seren untersucht, welche in Alter und Geschlecht vergleichbar waren. Die Se-
ren der an RA erkrankten Patienten wurden als Kontrollgruppe gewählt, da bei diesen das 
Vorhandensein einer Osteoarthrose ausgeschlossen werden konnte. Bei den Neutralisati-
onstests wurde auf das Vorhandensein von Antikörper gegen Adenoviren der B-Spezies 
getestet. Es wurden die drei häufigsten (Adenoviren 11, 34 und 35) und die drei seltens-
ten (Adenoviren 3, 16 und 21) Vertreter der B-Spezies untersucht. 
Zwischen den Seren von OA- und RA-Patienten konnten keine Unterschiede hinsichtlich 
der Antikörpertiter für häufige (Abbildung 36A) oder seltene (Abbildung 36B) Adenoviren 
der B-Spezies festgestellt werden. Somit ist von einem vergleichbar häufigen Kontakt der 
beiden Patientengruppen mit diesen Adenoviren auszugehen. Die höchsten Antikörperti-
ter konnten in beiden Gruppen für die seltenen Adenoviren der B-Spezies nachgewiesen 
werden. Die niedrigsten Antikörpertiter konnten, sowohl bei den OA- als auch bei den RA-
Patienten, für die Adenoviren Typ 34 gemessen werden. Bei 27 von 30 der OA- bzw. 23 
von 30 der RA-Patienten konnten keine Antikörper gegen diesen Typ nachgewiesen wer-
den. 
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Abbildung 36: Bestimmung der Neutralisationstiter von häufig und selten auftretenden A-
denoviren der B-Spezies. 30 Seren wurden im Neutralisationstest hinsichtlich ihres Antikörper-
titers gegen A die drei häufisten und B gegen die drei seltensten Vertreter der B-Spezies getes-
tet. Ab einem Neutralisationstiter von 1:4 konnte von einem Kontakt mit dem entsprechenden 
Adenovirus, welcher zu einer Antikörperreaktion geführt hat, ausgegangen werden. Jedes 
Symbol repräsentiert ein Serum, für jeden untersuchten Serotyp ist der Median mit dem 
Boxplot (10-90 %) dargestellt. 
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4. Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das mit der Osteoarthrose assoziierte Gen RhoB in 
primären Chondrozyten durch Transfektion oder adenovirale Transduktion zu überexpri-
mieren und anschließend die Auswirkungen auf Zelltod, Apoptose und Transgen-
Expression zu erfassen. In diesem Zusammenhang erfolgte auch die genauere Untersu-
chung der transgenen Chondrozyten auf deren Fähigkeit zur Matrixproduktion, sowohl 
auf Proteinebene im GAG-Assay als auch auf mRNA-Ebene in der Realtime RT-PCR. 
4.1 Gentransfer durch Transfektion mit RhoB-Plasmiden 
Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass die Überexpression des RhoB-
Proteins in einer Chondrosarcoma-Zelllinie zu einer vermehrten Apoptose der Zellen führ-
te [Mahr 2005]. Im Gegensatz dazu bestand das Augenmerk der vorliegenden Arbeit im 
Effekt der RhoB-Überexpression in primären Chondrozyten. 
Für die Transfektion dieser Zellen kam das AMAXA Chondrocyte Nucleofector Kit der Fir-
ma Lonza (vormals AMAXA) zum Einsatz. Den Ausschlag für die Wahl dieser Methode ga-
ben die Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe um Haaq. In deren Versuchen wurde 
eine Transfektionseffizienz von über 70 % (GFP) und einen 95 %igen Knock-down der 
GAPDH-DNA [Haaq 2008] erreicht. 
Das für die Transfektion der primären Chondrozyten benötigte Plasmid pmaxClon-
ing RhoB konnte erfolgreich durch Umklonierung aus dem Plasmid pAdTrackCMV RhoB 
hergestellt werden. Nachdem die Validierung des hergestellten Plasmids pmaxClon-
ing RhoB in HEK293 Zellen erfolgreich verlaufen war, sollten in einem nächsten Schritt 
primäre Chondrozyten mit diesem Plasmid transfiziert werden. Dafür wurde die Transfek-
tion unter anderem mit einem Kontrollplasmid auf Wirksamkeit und Effizienz im experi-
mentellen Rahmen geprüft. Jedoch zeigte sich, auch bei Verwendung verschiedener 
Transfektionsparameter, dass diese Methode zu keiner ausreichend hohen Transfektions-
effizienz (≥ 50 % der eingesetzten Zellen) führte. Somit wurden weitere Versuche einge-
stellt. 
4.2 Gentransfer durch Transduktion mit AdEGFP/RhoB 
Verschiedene andere Forschungsgruppen beschrieben einen erfolgreichen Gentransfer in 
Chondrozyten bei Verwendung von adenoviralen Vektoren [Dinser 2001, Hidaka 2001, 
Li 2004, Oberholzer 2007, Santangelo 2010]. Zur Überexpression des Proteins RhoB in 
primären Chondrozyten sollte nun ein adenoviraler Vektor verwendet werden. Nach der 
Herstellung des Adenovirus AdEGFP/RhoB wurden H1299 Zellen zur Validierung des A-
denovirus transduziert. Dabei konnte im Fluoreszenzmikroskop die Expression des GFP-
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Proteins nachgewiesen werden, jedoch war auf Proteinebene keine Expression des Trans-
gens festzustellen. 
Die Ursachen der fehlenden Proteinexpression können sowohl im RhoB-Insert selbst als 
auch auf Transkriptions- oder Translationsebene zu finden sein: 
Auf Genebene sind sowohl das Fehlen des kompletten Inserts als auch Mutationen in der 
Gensequenz vorstellbar. Um das Fehlen des RhoB-Inserts im Adenovirusgenom auszu-
schließen, wurde während der Herstellung des adenoviralen Vektors überprüft, ob das 
typische Bandenmuster des homolog rekombinierten Vektors nach Spaltung mit einem 
Restriktionsenzym vorlag. Bei dem zur Produktion der Adenoviren in den HEK 293 Zellen 
verwendeten Vektor verlief der Nachweis positiv. Durch die Sequenzierung des RhoB-
Inserts im Adenovirusgenom konnte das vollständige Gen nachgewiesen werden; Mutati-
onen in der Gensequenz oder an den Restriktionsschnittstellen in unmittelbarer Nähe 
zum Stop-Codon waren nicht vorhanden. 
Zur Transkription, sowohl des Kontrollgens GFP als auch des zu untersuchenden Gens 
RhoB, muss die DNA-abhändige RNA-Polymerase an den Promotor binden. In beiden Fäl-
len handelte es sich um den CMV-Promotor. Die Transkription des Kontrollgens GFP ver-
lief in den Zellen erfolgreich und sie produzierten das fluoreszierende GFP-Protein. Die 
Proteinexpression des zu untersuchenden Gens RhoB war jedoch nicht nachweisbar. Die 
fehlende Proteinexpression kann Folge von Veränderungen am CMV-Promotor der RhoB-
beinhaltenden Kassette, von Inaktivierung des CMV-Promotors durch DNA-Methylasen 
bzw. Histon Deacetylasen [Choi 2005, Brooks 2004] oder von fehlender Aktivierung des 
Promotors durch NFκB [Löser 1998] sein. Diese Vorgänge am Promotor führen zu einer 
aktiven Abschaltung des Gens (Gen-Stilllegung) und verhindern die Transkription dessen. 
Das Auftreten solcher Veränderungen ist vorstellbar, da in verschiendenen Arbeiten ein 
Zusammenhang zwischen der RhoB-Proteinexpression und einer Apoptoseinduktion be-
schrieben wurde [Liu 2001, Mahr 2005]. 
Nach Transkription der mRNA erfolgt die Translation. Für die erfolgreiche Initiation der 
Translation ist eine bestimmte Nukleinbasenfolge in unmittelbarer Nähe des Start-Codons 
der mRNA, die sogenannte Kozak-Sequenz, von entscheidender Bedeutung [Kozak 1987]. 
So muss sich vor dem ATG in dritter Position entweder die Base A oder G und direkt nach 
dem ATG die Base G befinden. Eine andersartige Reihenfolge könnte eine Ursache der 
fehlenden Proteinexpression sein. Die zwingend benötigte Kozak-Sequenz ist aber im 
RhoB-Insert nachzuweisen und damit kann ein Fehler in der Initiation der Translation als 
Erklärung für eine mangelnde Proteinexpression ausgeschlossen werden. 
Sollte die Stillegung der RhoB-beinhaltenden Expressionkassette die Folge einer Schutzre-
aktion der HEK 293 Zellen bei der Adenovirusherstellung sein, besteht die Möglichkeit, 
das RhoB-Gen mit einem induzierbaren Promotor zu koppeln. Dadurch könnte erreicht 
werden, dass die RhoB-Expression erst bei den Zielzellen einsetzen würde. Die Arbeits-
   Diskussion   
63 
gruppe um Couderc zeigte, dass sich ein funktionaler rekombinanter RhoB-
exprimierender Adenovirus herstellen lässt. Diese Gruppe verwendete einen Cumate-
induzierbaren Promotor (CMV5(CuO)) [Couderc 2008] und transfizierte das homologre-
kombinierte RhoB-Plasmids in HEK 293 cymR Zellen. Diese Zelllinie wurde benötigt, um 
die Aktivierung des Promotors durch Repression des Cumate Operators (CuO) zu verhin-
dern. Somit war es dieser Gruppe gelungen rekombinante Adenoviren herzustellen, die 
erst in den Zielzellen das RhoB-Gen exprimieren. 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die fehlende RhoB-Proteinexpression wahrscheinlich 
auf Veränderungen am CMV-Promotor zurückzuführen ist. Für die Herstellung eines a-
denoviralen Vektors mit dem RhoB-Gen ist die Verwendung eines induzierbaren Promo-
tors zu empfehlen. 
4.3 Knorpel-spezifische Matrixproduktion von Chondrozyten nach 
Transduktion mit AdEGFP 
Zu den modernen Behandlungsmethoden von Knorpeldefekten zählt die autologe Chond-
rozyten Transplantation (ACT). Die bei dieser Operation transplantierten Chondrozyten 
bilden neuen Knorpel ähnlich dem des Gelenks; der neugebildete Knorpel verfügt jedoch 
nicht über die wichtigste Eigenschaft des Gelenkknorpels, die Elastizität [Madry 2007]. 
Unter der Zielsetzung zu transplantierende Chondrozyten so zu veränderm, dass sie eine 
dem Gelenkknorpel möglichst ähnliche Matrix bilden, wurden bereits in verschiedenen 
Arbeitsgruppen Untersuchungen durchgeführt [Dinser 2001, Hidaka 2001, Li 2004, Ober-
holzer 2007, Santangelo 2010]. Selbige nutzten dabei adenovirale Vektoren für die Prote-
inüberexpression. Bisher liegen nur wenige Forschungsergebnisse zum primären Effekt 
einer adenoviralen Transduktion auf die Matrixproduktion der primäre Chondrozyten vor. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten das Transgen GFP 
bis zu 13 Wochen exprimieren. Diese Expressionsdauer war doppelt solang, wie die von 
anderen Gruppen beobachtete [Dinser 2001] und konnte durch sehr niedrige MOIs [10 
bzw. 50] erreicht werden. Die Transgenexpression anderer Gruppen war nur durch den 
Einsatz vergleichsweiser hoher MOIs von 100 bis 3000 [Gelse 2001, Oberholzer 2007, Din-
ser 2001, Li 2004] erfolgreich. 
Jedoch führt die Transduktion der primären Chondrozyten mit dem Adenovirus AdEGFP 
zu einer nichtsignifikant geringeren Zellausbeute in der Expansionsphase im Vergleich zu 
Kontrollen. Die Ursache kann in einer verringerten Proliferationsrate oder in einer Zu-
nahme des Zelltods nach Transduktion liegen. 
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In der vorliegenden Arbeit wurden enzymatisch isolierte artikuläre Chondrozyten trans-
duziert, im Monolayer expandiert und in Alginat in 3D kultiviert. Unabhängig davon, ob 
die Chondrozyten aus gesundem Knorpel oder aus solchem mit niedrigem Osteoarthrose-
Score isoliert wurden, führte diese Prozedur neben erhöhten mRNA-Leveln der anabolen 
Gene (Kollagen Typ 2, Aggrecan) auch zu einer vermehrten Proteoglycan Produktion. Die-
se Veränderungen könnten als Folge der GFP-Gen oder GFP-Proteinexpression aufgetre-
ten sein. Die Arbeitsgruppe um Müller zeigte bereits 2008, dass die Transduktion von 
humanen artikulären Chondroyzten mit einem leeren Ad5 Vektor (MOI 5000) nicht nur zu 
leicht erhöhten mRNA-Leveln von Kollagen Typ 2 und Aggrecan binnen 24 Stunden führte, 
sondern auch zu einer erhöhten Kollagen Typ 2 Proteinexpression nach zweiwöchiger 
Alginatkultur [Müller 2008a, Müller 2008b]. Die Arbeitsgruppe führte die erhöhten 
mRNA- und Proteinlevel auf einen stabilisierten differenzierten Phenotyp der Chondrozy-
ten zurück. Mit der in dieser Arbeit durchgeführten Kombination aus Transduktion, Ex-
pansion im Monolayer und 3D-Kultur in Alginat konnte jedoch eine signifikant erhöhte 
Proteoglycanproduktion beobachtet werden. Dafür kann eine Stabilisierung des Pheno-
typs sicher eine der Ursachen sein, jedoch nicht die signifikante Veränderungen erklären. 
Eine andere mögliche Erklärung zur vermehrten Matrixproduktion kann durch eine a-
denovirusbedingte Produktion von Zytokinen durch die transduzierten Chondrozyten und 
eine dadurch parakrin stimulierte Matrixproduktion verursacht werden. 
In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die Genexpression für das 
katabole MMP-13 und das protektive TIMP-1 signifikant reduziert ist. Ein Gleichgewicht 
zwischen den MMPs, ADAMTS‘ und deren antagonistischen TIMPs ist für die Knorpel-
Homeostase von Bedeutung [Lee 2003]. Mit der Kombination von Transduktion, Expansi-
on und 3D Kultur konnte eine Verschiebung des Verhältnisses zwischen MMP-13 und 
TIMP-1 in Richtung von TIMP-1 erreicht werden. Dies kann sich protektiv auf die Chond-
rozyten und den Knorpel auswirken und dem Knorpelabbau entgegenwirken. 
Die erhöhte Proteoglycanproduktion von transduzierten Chondrozyten nach Expansion 
und 3D Kultur könnte eine Folge der durch die Expansion verlängerten Kulturdauer sein. 
Jedoch zeigten Untersuchungen während der zusätzlichen Zeit der Expansion im Mo-
nolayer dass die Chondrozyten einen fibroblastenähnlichen Phenotyp aufwiesen. Solche 
Veränderungen des Phenotyps führen zu einer verminderten Expression der chondrozy-
tenspezifischen Proteine Kollagen Typ 2 und Aggrecan und zu einer vermehrten Expressi-
on von Fibroblasten-spezifischen Proteinen, Kollagen Typ 1 und Tenascin [Huch 2002, 
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Cheng 2011]. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Mat-
rixproduktion keine Folge der zusätzlichen Expansion im Monolayer ist. 
Der beschriebene positiven Effekt auf die Chondrozyten, vermutlich hervorgerufen durch 
die Kombination aus Transduktion, Expansion und 3D Kultur, könnte auch durch die Redif-
ferenzierung der Chondrozyten während der 3D Kultur in Alginat [Bonaventure 1994, 
Häuselmann 1994] erklärt werden. Die Kultur von dedifferenzierten Chondrozyten in 3D 
Strukturen (Agarosehydrogele, Alginat oder Kollagen) stimuliert nicht nur die Redifferen-
zierung [Barlic 2008, Takahasi 2007] sondern auch die Matrixproduktion, die vermehrte 
Expression Chondrozyten-spezifischer Gene und die Zellproliferation [Lin 2008]. Es konnte 
gezeigt werden, dass die transduzierten Chondrozyten nach der Monolayerkultur für zwei 
Passagen und anschließender 3D Kultur in Alginat über eine vermehrte anabole und eine 
reduzierte katabole Aktivität verfügten. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination aus adenoviraler Transduktion, 
Expansion im Monolayer und anschließender 3D Kultur in Alginat eine Erhöhung der Effi-
zienz autologen Chondrozyten Transplantation durch Bereitstellung einer wesentlich pro-
duktiven Zellpopulation. Somit kann nicht nur ein potentielles Transgen über eine lange 
Zeit exprimiert werden, sondern die Kombination führt auch zu chondroprotektive Effek-
ten, wie gesteigerter Expression anaboler Gene und vermehrter Matrixproduktion. 
4.4 Neutralisationstests 
In der Gentherapie werden Gentransfers mit rekombinierten Adenoviren vor allem der 
Serotypen 2 und 5 durchgeführt. Verschiedene Sicherheitsmaßnahmen (Replikationsdefi-
zienz und Deletion der Bereiche E1 und E3) wurden bei der Herstellung solcher adenovira-
ler Vektoren ergriffen. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse wurden 
bei der Transduktion von Chondrozyten mit einem rekombinanten Adenovirus basierend 
auf dem Serotyp 5 gewonnen. Vorversuche in Kooperation mit Prof. Dr. Heim (MHH Han-
nover) konnten zeigen, das die Infektion von Chondrozyten auch mit anderen Serotypen 
erfolgreich ist. Die höchste Effizienz konnte bei Infektion mit Adenoviren der B-Spezies 
nachgewiesen werden. 
Für den Erfolg einer adenoviraler Gentherapie ist keine oder nur eine geringe Immunant-
wort des Patienten eine entscheidende Voraussetzung. Die bislang am häufigsten ver-
wendeten adenoviralen Vektoren basieren auf den Serotypen 2 und 5. Diese zählen nicht 
nur zu den häufigsten Adenoviren, sondern ein Großteil der Bevölkerung hatte schon 
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einmal Kontakt mit diesen Serotypen. Dabei kommt es unter anderem zur Produktion von 
Antikörpern gegen diese. Wird bei diesen Personen eine adenovirale Gentherapie durch-
geführt, kann es nun zu einer Immunreaktion zwischen den vorhandenen Antikörpern 
und den adenoviralen Verktoren kommen. Dies kann eine Unwirksamkeit der Genthera-
pie zur Folge haben, bis hin zu unerwarteten Nebenwirkungen. In den durchgeführten 
Neutralisationstests erwies sich der Adenovirustyp 34 am geeignetesten; bei nur drei von 
30 Osteoarthrose-Patienten konnten Antikörper mit sehr geringem Titer nachgewiesen 
werden. Würde dieser Serotype für eine adenovirale Gentherapie in Betrachtung gezogen 
werden, kann auf Grund des nicht vorhandenen oder nur sehr niedrigen Antikörpertiters 
eine deutliche Sicherheit bei der Gentherapie bewirkt werden. In weiteren Versuchen 
wären neben dem Einsatz dieses Serotyps für den Gentransfer in Chondrozyten als auch 
ein Einfluss auf die Matrixproduktion der transduzierten Chondrozyten nach kombinierter 
Kultur im Monolayer und in Alginat zu überprüfen. 
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5. Zusammenfassung 
Eine aktuelle Therapie zur Verbesserung der Gelenkbiologie bei der Osteoarthrose stellt 
die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) dar. Dabei werden dem Patienten Knor-
pelproben aus einem gesunden Areal des Gelenkknorpels entnommen, die Chondrozyten 
enzymatisch isoliert, anschließend in vitro vermehrt und in einer weiteren Operation in 
die Knorpeldefekte implaniert. Die transplantierten Chondrozyten bilden neuen Knorpel 
ähnlich dem des Gelenks welcher jedoch nicht über die wichtigste Eigenschaft des Ge-
lenkknorpels, die Elastizität, verfügt [Madry 2007]. 
Verschiedene Arbeitsgruppen haben Untersuchungen mit der Zielsetzung zu transplantie-
rende Chondrozyten so zu veränderm, dass sie eine dem Gelenkknorpel möglichst ähnli-
che Matrix bilden, durchgeführt [Dinser 2001, Hidaka 2001, Li 2004, Oberholzer 2007, 
Santangelo 2010]. Selbige nutzten dabei adenovirale Vektoren für die Protein-
überexpression. Bisher liegen nur wenige Forschungsergebnisse zum primären Effekt ei-
ner adenoviralen Transduktion auf die Matrixproduktion der primären Chondrozyten vor. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten das Transgen GFP 
bis zu 13 Wochen exprimieren, doppelt solange, wie die von anderen Gruppen beobach-
tete [Dinser 2001]. Zudem konnte die lange Transgenexpression mit sehr niedrigen MOIs 
[10 bzw. 50] erreicht werden, im Gegensatz zu den vergleichsweise hohen MOIs von 100 
bis 3000 [Gelse 2001, Oberholzer 2007, Dinser 2001, Li 2004] anderer Arbeitsgruppen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden enzymatisch isolierte artikuläre Chondrozyten trans-
duziert, im Monolayer expandiert und in Alginat in 3D kultiviert. Unabhängig davon, ob 
die Chondrozyten aus gesundem Knorpel oder aus solchem mit niedrigem Osteoarthrose-
Score isoliert wurden, führte diese Prozedur neben erhöhten mRNA-Leveln der anabolen 
Gene (Kollagen Typ 2, Aggrecan) auch zu einer vermehrten Proteoglycan Produktion. 
In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die Genexpression für das 
katabole MMP-13 und das protektive TIMP-1 signifikant reduziert ist. Ein Gleichgewicht 
zwischen den MMPs, ADAMTS‘ und deren antagonistischen TIMPs ist für die Knorpel-
Homeostase von Bedeutung [Lee 2003]. Mit der Kombination von Transduktion, Expansi-
on und 3D Kultur konnte eine Verschiebung des Verhältnisses zwischen MMP-13 und 
TIMP-1 in Richtung von TIMP-1 erreicht werden. Dies kann sich protektiv auf die Chond-
rozyten und den Knorpel auswirken und dem Knorpelabbau entgegenwirken. 
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Es konnte gezeigt werden, dass die transduzierten Chondrozyten nach der Monolayerkul-
tur für zwei Passagen und anschließender 3D Kultur in Alginat über eine vermehrte ana-
bole und eine reduzierte katabole Aktivität verfügten. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination aus adenoviraler Transduktion, 
Expansion im Monolayer und anschließender 3D Kultur in Alginat eine Erhöhung der Effi-
zienz der autologen Chondrozyten Transplantation durch Bereitstellung einer wesentlich 
produktiveren Zellpopulation darstellt. Somit kann nicht nur ein potentielles Transgen 
über eine lange Zeit exprimiert werden, sondern die Kombination führt auch zu chond-
roprotektive Effekten, wie gesteigerter Expression anaboler Gene und vermehrter Mat-
rixproduktion. 
 
Für den Erfolg einer adenoviraler Gentherapie ist keine oder nur eine geringe Immunant-
wort des Patienten eine entscheidende Voraussetzung. Bislang werden adenovirale Vek-
toren basierend auf den Serotypen 2 und 5 verwendet. Da diese nicht nur zu den häufigs-
ten Adenoviren zählen und ein Großteil der Bevölkerung schon einmal Kontakt mit diesen 
Serotypen hatte, kommt es zu einer Antikörperproduktion gegen diese beim Patienten. 
Wird bei diesen Personen eine adenovirale Gentherapie durchgeführt, kann es nun zu 
einer Immunreaktion zwischen den vorhandenen Antikörpern und den adenoviralen Vek-
toren kommen. Dies kann eine Unwirksamkeit der Gentherapie zur Folge haben, bis hin 
zu unerwarteten Nebenwirkungen. In Kooperation mit Prof. Dr. Heim (MHH Hannover) 
wurde die Infektion von humanen Chondrozyten untersucht, wobei die Adenoviren der B-
Spezies die höchste Effizienz zeigten. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, 
ob Vertreter der B-Spezies als geeignete Vektoren für die Gentherapie in Frage kommen. 
In den durchgeführten Neutralisationstests erwies sich der Adenovirustyp 34 am geeigne-
testen; bei nur drei von 30 Osteoarthrose-Patienten konnten Antikörper mit sehr gerin-
gem Titer nachgewiesen werden. Würde dieser Serotyp für eine adenovirale Gentherapie 
in Betrachtung gezogen werden, kann auf Grund des nicht vorhandenen oder nur sehr 
niedrigen Antikörpertiters die Sicherheit bei der Gentherapie deutlich verbessert werden. 
 
In weiteren Versuchen wären sowohl der Einsatz dieses Serotyps für den Gentransfer als 
auch der Einfluss auf die Matrixproduktion der transduzierten Chondrozyten nach kombi-
nierter Kultur im Monolayer und in Alginat zu untersuchen. 
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7. Anhang 
 
Tabelle 24: Herstellerverzeichnis 
Hersteller Firmensitz 
Abcam Cambridge, Großbritannien 
Agilent Technologies Böblingen 
Applied Biosystems Foster City, CA, USA 
Bachofer Reutlingen 
B. Braun Melsungen 
BD Heidelberg 
Beckman Coulter Fullerton, CA, USA 
Bio-Rad München 
Calbiochem La Jolla, CA, USA 
Carl Roth Karlsruhe 
Dianova Hamburg 
eBioscience Frankfurt 
Eppendorf Hamburg 
Fermentas St. Leon-Rot 
Fluka Buchs, Schweiz 
GE Healthcare München 
Genaxxon Biberach 
GFL Burgwedel 
Gibco Paisley, Großbritannien 
Gilson Limburg-Offheim 
Greiner Bio One Frickenhausen 
Hanna Instruments Kehl am Rhein 
Heraeus Buckinghamshire, Großbritannien 
Heidolph Schwabach 
HLC Bovenden 
H-Saur Reutlingen 
Immunotools Friesoythe 
Integra Biosciences Fernwald 
Invitek Berlin 
Invitrogen (vorher Ambion) Darmstadt 
J.T.Baker Deventer, Niederlande 
Labotec Göttingen 
Lonza (vorher Amaxa) Köln 
Merck Darmstadt 
Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach 
NEB BioLabs Frankfurt a.M. 
Nerbe Plus Winsen/Luhe 
Nikon Japan 
Nunc Langenselbold 
PAA Pasching, Österreich 
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Hersteller Firmensitz 
Pharmacia Biotech San Francisco, CA, USA 
Qiagen Hilden 
Ritter Medical Care Schwabmünchen 
Roche Mannheim 
Santa Cruz Biotec Heidelberg 
Sarsteadt Nümbrecht 
Sartorius Göttingen 
Serva Heidelberg 
Sigma-Aldrich Steinheim 
Tecan Group Ltd. Männedorf, Schweiz 
Thermo Fisher Scientific Schwerte 
Worthington Lakewood, NJ, USA 
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